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Uber die Phosphorsiureabspaltung in tiberlebender Leber 
und ihre Beeinflussung durch Pharmaka. 
Zugleich ein Beitrag zur Frage des Leberlactacidogens. 
Von 
Otto Riesser 
unter Mitarbeit von Anneliese Hansen, technische Assistentin 


am Institut. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1926.) 


Wohl alle Organe spalten nach dem Tode und gewil auch 
intra vitam anorganische Phosphorsiiure aus organischer Bin- 
dung ab. Gemeinsam ist allen, daB es sich um fermentative 
Spaltung handelt, verschieden aber kann die Quelle der Phos- 
phorsiure sein. 

Beim Muskel soll nach Embdens bekannten Untersuchungen 
eine Hexosephosphorsiure die wesentliche, vielleicht sogar die 
einzige Quelle der abspaltbaren Phosphorséure sein. Beim 
Gehirn entstammt sie, wie aus den Untersuchungen von Stamm?) 
hervorgeht, aus den Phosphatiden. Ebenso liegt es nach Rona, 
Mislowitzer und Seidenberg?’) bei der Leber, wenigstens in 
den spiiteren Stadien der Autolyse. 

Die Vermutung, daB zum mindestens ein Teil der auto- 
lytisch frei werdenden Phosphorsiure auch in anderen Organen 
als dem Muskel aus lactacidogenartigen Substanzen stammt, 
ist indessen durchaus nicht von der Hand zu weisen und in 


1) W. Stamm, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 111, S. 133 (1926). 
*) Rona, Mislowitzer u. Seidenberg, Biochem. Zs, Bd. 162, 
S. 104 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXI. i1 
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der Tat mehr als einmal ausgesprochen worden. Vor allem 
wird man daran denken, daB auch der Zuckerumsatz in der 
Leber iiber dieses Zwischenprodukt geht, von dem wir alle 
Ursache haben, anzunehmen, daB es iiberall in den lebenden 
Zellen die obligate Zwischenstufe beim Abbau der Kohlen- 
hydrate darstellt. In Untersuchungen am Brei von Speichel- 
driisen des Pferdes glaubte nun allerdings Schmitz’), das 
Lactacidogen als Quelle der auch hier auftretenden Milchsiure 
und Phosphorsiurebildung ausschlieBen zu miissen. 

Schon vor Erscheinen der Schmitzschen Arbeit, seit 
April 1925, hatten wir uns im hiesigen Institut mit der Frage 
der postmortalen Phosphorsiureabspaltung aus Leberbrei und 
ihrer Quelle beschiftigt. Seither haben Rona und Mitarbeiter 
(a. a. QO.) den Gang der Phosphorsiureabspaltung in autoly- 
sierender Meerschweinchenleber in mehrtagigen Versuchen und 
unter antiseptischen Bedingungen verfolgt. Unsere eigenen 
Versuche waren von vornherein etwas anders angelegt insofern, 
als wir, um tunlichst Uberlebenserscheinungen beobachten zu 
kénnen, unsere Versuche nur iiber 2—4 Stunden ausdehnten. 
Wir untersuchten also eine Zeitspanne, die in den Versuchen 
Ronas unberiicksichtigt gelassen worden ist. 

Urspriinglich von dem Problem ausgehend, wie sich die 
Phosphorsaureabspaltung unter dem EinfluB von Pharmaka 
verhalte, wurden wir bald vor die Notwendigkeit gestellt, zu 
priifen, aus welchen Quellen die in den ersten Uberlebens- 
stunden abgespaltene Phosphorsiure stamme. 

Die Frage, ob in der Leber, dem miachtigsten Organ des 
Zuckerumsatzes neben dem Muskel, ein Lactacidogen vorkomme, 
ist merkwiirdigerweise weder von Embden, noch von Schmitz 
untersucht, die lediglich Niere, Hoden und Speicheldriisen darauf 
geprift haben. Wir haben daher zuerst diese interessante 
Frage zu klaren gesucht. Weiterhin haben wir dann eine 
groBe Zahl von Versuchen darauf gewandt, festzustellen, ob 
und wieweit der Ablauf der Phosphorsiureabspaltung in autoly- 
sierender Leber und auch in autolysterendem Muskelbrei durch 





1) E. Schmitz, Diese Zs. Bd. 144, S. 196 (1925). 
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Pharmaka beeinfluBt werde, wobei wir an ihnliche Versuche 
ankniipfen konnten, die Stamm (a. a. 0.) im hiesigen Institut 
am Gehirnbrei durchfiihrte. 


I. Zur Methodik. 


Wir haben in allen unseren Versuchen die Phosphorsiure 
nach dem vortrefflichen gravimetrischen Verfahren von Embden, 
die Milchsiure nach der von Meyerhof, sowie von Hirsch- 
Kauffmann angegebenen Methode bestimmt. 

In den Leberversuchen bot die EnteiweiBung gewisse 
Schwierigkeiten, indem sich bei Anwendung des beim Muskel 
sonst geiibten Verfahrens nach Schenck: Fallung mit Salz- 
siure und Sublimat, bei der nachfolgenden Beseitigung des Hg 
mit H,S haufig kolloidales, unfiltrierbares HgS bildete. Ehe 
wir diese Schwierigkeit iiberwunden hatten, versuchten wir es 
mit der Fallung mittels Trichloressigsiure, die sich uns bei 
der Verarbeitung des Gehirns au8erordentlich bewahrt hatte 
und deren Anwendung neuerdings von Andrews!) auch fir 
die Phosphorsiurebestimmung im Muskel, wie wir sehen werden, 
im wesentlichen zu Recht, empfohlen wird. Die Anwendung 
dieses Verfahrens ist geeignet, den Lauf der Analyse durch 
Wegfall der zur Beseitigung des Hg ndétigen Manipulationen 
wesentlich abzukiirzen. 

Bei der Anwendung auf Leberbrei ergaben sich aber 
wiederum Schwierigkeiten. In dem neutralisierten eiweiBfreien 
Filtrat nach Trichloressigsiurefillung gab das Strychnin- 
Molybdansaurereagens sehr oft kolloidale Triibungen statt eines 
filtrierbaren Niederschlags, die auf keine Weise auszuflocken 
waren, wodurch der ganze Versuch jeweils verloren ging. Weiter- 
hin aber stellte sich heraus, daB in den auf 45° erwirmten 
Fraktionen die nach TrichloressigsiureenteiweiBung erhaltenen 
Phosphorsiaurezahlen viel héher waren als in den nach Schenck 
gefallten. So ergab sich in Versuch 48 vom 5. 10.1925 an 
Froschleberbrei, der 2 Stunden in 2°/,iger Natriumcarbonat 
bei 45° gestanden hatte, ein Phosphorsdurewert von 0,3491 
und 0,3661°/, (Parallelversuche) bei Anwendung von Trichlor- 


1) Andrews, Biochem. Jl. Bd. 19, S. 242 (1925). 
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essigsiure, und von 0,2783 bzw. 0,2830°/, nach Schenckscher 
Enteiweibung. Im Versuch 49 vom 7. 10. 1925 lauten die 
Zahlen: 0,3569 und 0,3842°/, gegeniiber 0,2944 bzw. 3072°/. 
Die ‘Trichloressigsiuremethode gibt also in der Leber, 
wenigstens nach vorangegangenem KErwiirmen, durchaus 
falsche Zahlen. Dagegen sind die direkt, d.h. ohne vor- 
heriges Erwirmen bearbeiteten Proben hinsichtlich der mit 
den beiden EnteiweiBungsmethoden erhaltenen Zahlen nahezu 
gleich. 

Wir sind aus den obigen Griinden daher bald wieder zur 
Sckenckschen Fillung zuriickgekehrt, nachdem wir gefunden 
hatten, dab die Bildung von kolloidalem HgS bei Anwendung 
eines guten Uberschusses von Sublimat oder zur Not bei nach- | 
triiglichem Zusatz von Sublimatlisung sich vermeiden bzw. be- | 
seitigen laBt. Wir haben in unseren spiiteren Versuchen daher | 
allemal fiir 1—2g Leberbrei je 10 oder 15ccm 2°/,iger HCl- | 
und 5°/,iger Sublimatlésung statt der itblichen 5 com genommen 
und dann nie eine Schwierigkeit gehabt. 

Da die Trichioressigsiurefallung bei Muskeln angeblich 
ohne Anderung des Resultates statt der Schenck-Fillung an- 
gewandt werden kann, haben wir nach unseren Erfahrungen 
bei der Leber diese Angabe nachgepriift. Die Versuche sind | 
in Tab. 1 zusammengestellt. Versuch 82 ist mit gréBeren 
Mengen (je 5g) von Kaninchenmuskeln, Versuch 41 und 42 | 
sind mit Froschmuskeln in den iiblichen Mengen von etwa 1 g 
angestellt. Alle drei Versuche bewiesen, daB sowohl in den | 
sofort gefillten, wie in den Portionen, die zuerst 2 Stunden — 
in Bicarbonat erwarmt wurden, die erhaltenen Werte vom | 
Kiweibfillungsmittel ziemlich unabhingig und untereinander | 
nahezu gleich sind. Allerdings fallt auf, daB die A-Werte, 
d. h. die der sofort bestimmten Phosphorsaure in den Trichlor- | 
essigsiureversuchen in 2 von 3 Versuchen etwas niedriger sind, | 
als in den nach Schenck gefiallten Portionen. Es ist méglich, 
daB das 24 stiindige Stehen der Mischung des Muskels mit der 
sauren HgC],-Liésung doch Gelegenheit zu einer sehr geringen 
Abspaltung von Phosphorsaiure gibt, so da die A-Werte ein 
wenigzu hoch und die Lactacidogenwerte ein wenig zuklein werden. 
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In der Tat, l4Bt man, wie dies Versuch 47 (Tab. 2) zeigt, 
von zwei Muskelproben die eine zuerst 21 Stunden mit 2°/, iger 
Salzsiure stehen, fallt dann mit Trichloressigsiure und filtriert 
nach 2 Stunden ab, wihrend man die andere Probe sofort mit 
‘Trichloressigsiure fallt und nach 21 Stunden filtriert, dann 
sind die Werte in der mit HCl vorbehandelten Probe ein wenig 
hoher. Andererseits kann das Stehen in saurer Lésung nichts 
ausmachen, wenn vorher durch Erwirmen auf 45° in Bicarbonat- 
lésung schon die ganze Lactacidogenphosphorsiure abgespalten 
ist. In der Tat stimmen die mit den beiden Verfahren am 
gleichen Material gewonnenen B-Werte allemal sehr gut iiberein, 
was im Versuch 46 nochmals besonders bestiatigt wurde. 

Will man die zeitsparende Trichloressigsaurefillung an- 
wenden, was, wie wir sahen, am Muskel zulassig ist, dann 
wird man sich auch dariiber klar sein miissen, wie lange das 
Fallungsgemisch vor der Filtration stehen muB. Versuch 43, 
44 und 45 der Tab.3 sind hierzu angestellt worden. Man er- 
sieht daraus, daB nach zweistiindigem Stehen das Maximum 
des Phosphorsiurewertes erreicht ist, daB also lingeres Stehen 
nicht noétig ist. Auch dies ist ein wesentlicher Vorteil gegen- 
iiber dem Schenckschen Verfahren, bei dem mindestens 
12 stiindiges Stehen des Fallungsgemisches gefordert wird. 

In der groBen Mehrzahl unserer Versuche haben wir 
Phosphorsiiure- und Milchsdiurebestimmungen doppelt ausgefiihrt. 


II. Die Abspaltung anorganischer Phosphorsaure beim Erwarmen 
von Leberbrei in 2°/,iger Bicarbonatlésung. 


Gibt es ein Leberlactacidogen? 


Verfahrt man mit frisch gewonnenem Leberbrei von Kanin- 
chen oder von Fréschen in genau der gleichen Weise, wie sie 
der Lactacidogenbestimmung am Muskel entspricht, so erhilt 
man eine der Lactacidogenphosphorsiure des Muskels ent- 
sprechende Phosphorsaurefraktion. 

Es wurde also jeweils von zwei Leberbreiproben die eine (A) 
sofort nach Schenck gefallt und verarbeitet, die andere (B) 
nach zweistiindigem Erwirmen auf 45° in 2°/,iger Natrium- 
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Vers.-Nr. 
Tier- | Fallungs- 
und peer stl 
Datum —_— 
” Eseu- | Trichlor- 
1. 10. 25 lenta jessigsiiure 
i Trichlor- | 
. essigsiiure 
desgl. |} © 
30. 9. 25 
Queck- 
silber- 
chlorid 











Vorbehandlung und 
Zeit des Filtrierens 


2 Std. filtriert 


Ebenso, aber nach 


1 21 Stdn. filtriert 


21 Std. in 2°/, HCl, 
neutralis., gefiillt, 





nach 2 Stdn. filtr. 


2 Stunden mit 2°, 
NaHCO, erwirmt, 
neutralis., gefillt, 
nach 2 Stdn. filtr. 


Ebenso, aber nach 
21 Stdn. filtriert 


Ebenso, nach 21 Std. 
filtriert 








Tabelle 3. 








Phosphorsiure °/, 


i, 2. | Mittel 


| Sofort gefillt, nach | 0,2635 0,2617 0,2626 


0,2618 0,2435) 0,2526 


0,2755, 0,2726 0,2741 


0,2109 0,2152 0,2132 


0,2236 0,2202 0,2219 


0,2288 0,2439 0,2319 


Versuch an Froschmuskelbrei iiber den Einflu8 des Stehens nach Fiillung 


mit 


Trichloressigsiure. 








Vers.-Nr. 
und 
Datum 


43, 
24. 9. 25 


44, 
25. 9. 25 


45. 
28. 9. 25 





Tier 


Esculenta 


Esculenta 


Esculenta 





Material 


Filtration 
nach der 
Fallung 


30’ 


Muskel J] 2 Stdn. 


30’ 
2 Stdn. 
6 a 


Muskel 


Muskel 





Zeit der 








Phosphorsiiure °/, 
ae oe 
0,2684 00,2528 
0,2768 0,2848 
0,2728  0,2701 
0,2809  0,2881 
0,2960 —-0,2988 
0,3207 0,3259 
0,3309  0,8292 
0,3488 0,3433 
| 
0,2120  0,2202 
0,2661 0,2582 
0,2504  0,2778 
0,2689 | 0,2636 
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bicarbonatlésung, und in dem Eiwei8 und Hg-freien Filtraten 
die Phosphorsiure bestimmt. Wie die Tab. 4 zeigt, ist, wie 
beim Muskel, eine betrachtliche Abspaltung von Phosphorsiiure 
unter diesen Bedingungen festzustellen. Die Differenz zwischen 
dem B-Wert und dem A-Wert, die beim Muskel als Lacta- 
cidogenphosphorsiure betrachtet wird, ist recht groB und 
schwankt innerhalb relativ enger Grenzen. Ich habe sie in 
der Tabelle, um nichts zu prijudizieren, als D-Phosphorsiure 
(Differenz) bezeichnet. Beriicksichtigt man, daB die Leber er- 
heblich héhere Trockensubstanzwerte hat als der Muskel, so 
sind die prozentualen Zahlen der D-Phosphorsiiure denen der 
Lactacidogenphosphorsiure des Muskels sehr ahnlich. 

Es erhebt sich nun die wichtige Frage, ob diese Phosphor- 
siiurewerte wirklich etwa auch als Lactacidogenphosphorsiure 
zu bezeichnen sind. 

Da aus Lactacidogen stets neben Phosphorsiure auch 
Milchsiure gebildet werden soll, so haben wir eine Reihe von 
Bestimmungen durchgefiihrt, in denen neben der Phosphor- 
siure auch die Milchsiure gemessen wurde. Diese Versuche 
an Frosch- und Kaninchenlebern durchgefiihrt, verzeichnet 
Tab. 5 (vgl. auch ‘Tab. 6). Wie man sieht und wie zu erwarten, 
entsteht allemal beim Erwirmen auf 45° in bicarbonatalkal- 
scher Lisung neben Phosphorsiiure eine erhebliche Menge vou 
Milchsiiure. Weiterhin erkennt man, daf bei der Froschleber 
meist mehr Milchsiure als Phosphorsiiure, selten ebensoviel 
und nie weniger gebildet wird, wihrend in der Kaninchenleber 
in 2 Versuchen weniger Milchsiure als Phosphorsiure entsteht. 

Es erhebt sich nun die Frage: sind wir berechtigt an- 
zunehmen, daB auch in der Leber, ebenso wie es fir den 
Muskel durch Embdens Arbeiten wahrscheinlich gemacht 
wurde, Milchsiure und Phosphorsiure einer Substanz von 
Lactacidogencharakter, also einer Hexose—Phosphorsiurever- 
bindung entstammen? 

In seiner oben zitierten Arbeit iiber die Bildung von 
Phosphorsiure und Milchsiiure in der Driise hat Schmitz 
darauf hingewiesen, da8 man die in Organbrei beim Erwirmen 
neu auftretende Phosphorsiiure nur dann als Lactacidogen- 
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Vers.- Nr. 
und 
Datum 


2] 
we 

30. 4. 25 
4, 

2. bi 26 
5. 

S, &,. 2d 
6. 

1 oe BO 
2 


-1 
—— * 
ae > 
bo 
cit 


Do. 2. 26 
75. 
9. 2. 26 





; 
j 





Tierart 


Esculenta 
Tempor. 
desgl. 
desgl. 
Esculenta 
desgl. 

desgl.*) 

‘Tempor. 

desgl. 
Esculenta 

desgl. 
desgl. 
desel. 
desgl. 


desgi. 


desgl. 
desgl. 


desgl. 





°/, Phosphorsiure 


A 5 





0,1373 0,3460 | 
01691 | 0,3106 | 
0,1695 | 0,8505 | 
0,1053 | 0,2334 
| 
0,1345 | 0,2927 
0,1462 0,3412 
0,0908 0,3443 
0,1055 0,2720 
0,1345 0,3287 
0,1032 0,2941 
0,1008 0.3327 
0,1032 0.3294 
0,1329 0,3047 
O,1175 0,3103 
0,1872 0,2783 
0,1340 0,2830 
0,1384 0),2944 
0,1434 0,3072 
0,0806 0,2308 
0,0763 ,2335 
0,0879 0,2998 
0,0657 0,2501 
0,0896 0,2845 
0 0876 0,2705 








*) Ganz frisch gefangenes Tier, 


Trocken- 


________]| substanz 


0 2087 
0,1415 
0,1810 
0,1281 
0,1582 
0,1990 
0,2540 
0,1665 
0,1 942 
0,1909 
0,2319 
0,2162 
0,1718 
0,1928 
0,1451 


0,1599 


0 / 
/0 


29,21 


24,1 


21,94 


28,31 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 














und Tierart = substanz 

Datum A | B | D of, 
77. 0,2565 

1. 3. 26 Esculenta 0,0943 0.2585 0,1632 ae 
80. ' 0,2303 0,3584 

15. 7. 26 many. 0.2374 0.3464 —*%2 185 si 
81. 0,2122 0,3184 

iT. 7. 28 desgl. 0,2115 0,3147 0,1047 “~ 
82. sii f 

soe ae esgl. 0,1317 08067, 01750 -- 
84. is : 

26. 7. 26 esgl. 0.1051 0,2602 0,1551 _ 
85. a ; 

28. 7. 26 mg 0,1214 0,2617 0,1403 - 
26. K;: ° =h . ¢ » 5) r 

2.7. 25 aninchen| 0,1090 0,3982 0,2892 27,5 
76. 0,0230 0,3138 

17. 2. 26 Geagl. 00850 ©—-0,g163.—«( 280% “< 
78. 0,0871 0,2204 

8. 3. 26 deagl. 00924 0,2357 ~—*9 1888 - 











phosphorsaiure betrachten diirfe, wenn 1. alle anderen als 
Quellen der Phosphorsdurebildung in Frage kommenden Sub- 
stanzen ausgeschlossen werden kénnen und allein zugesetzte 
Hexosediphosphorsadure gespalten wird; 2. wenn zwischen den 
spontan oder aus zugesetzter Hexosediphosphorsiure frei wer- 
denden Mengen von Phosphorséure und Milchsaure ein Aqui- 
molekulares Verhiltnis besteht. 

Bei der Speicheldriise des Pferdes hat nun Schmitz 
zeigen kénnen, daB sie bei 40° und in Gegenwart von 2°/, 
Bicarbonat auch aus zugesetzter Nucleinsiure sowohl Milch- 
wie Phosphorsiure bildet — allerdings nicht in dem zu er- 
wartenden molekularen Verhiltnis von 2 Molekilen Milchsaure 
zu 1 Molekil Phosphorsaiure, sondern immer umgekehrt — und 
weiter tiberzeugte er sich davon, daB aus zugefiigter Hexose- 
diphosphorsaure zwar reichlich Phosphorsiure abgespalten, aber 
wenig oder gar keine Milchsiure gebildet wurde. Endlich ver- 
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Tabelle 5. 

Vers.-Nr. Organ °/) Phosphorsiure °/, Milchsiéure 

und und mneensoidanonnnsiits ancient 

Datum | Tierart A B | D A B D 
au Han] ERE | QMS gH one [gues age naan 
2 26| 8 | gogst olasor 2492 | o'os4s o,2590 | 02257 
2 26| e88-  | oosts ofat0s 91889 | goose o'aaie | 8281 
Tag] “amet [8092 28565 osoae | 9018 B8015 |p aue 
2. an [ Kaizehen | 4000808198 anor | 1210/9380 |g cu 
1 Bag] aera | 200 22804 orann | OTHE) OSTE | aos 
3.00 ng | Haeslenta | 99008) 09004. ggp | O48 OA Ioan 
tt gg] dens | 02122) 98184  oaoar | 4208986 | oso 


miBte er auch bei der spontanen Bildung von Milchsiure und 
Phosphorséure im Driisenbrei jedes feste Verhiltnis der jeweils 
von den beiden Sauren gebildeten Mengen zueinander. Schmitz 
schlieBt aus diesen Beobachtungen, da& in der Speicheldriise 
Milchsiure und Phosphorsiure mindestens nicht allein, viel- 
leicht ttberhaupt nicht aus einer lactacidogenartigen Substanz 
entstammen und daB der Nachweis eines Lactacidogens in der 
Driise aus seinen Versuchen nicht zu erbringen sei. 

Wie wir oben sahen, haben auch wir beim Erwirmen von 
Leberbrei das Aquimolekulare Verhiltnis der beiden Siuren 
vielfach vermift. Wir haben dann auch Versuche mit Zusatz 
von Hexosediphosphorsiure angestellt (Tab. 6). Aus ihnen geht 
hervor, daB der Leberbrei unter den von uns eingehaltenen 
Bedingungen zwar die Phosphorsiure abspaltet, da8 aber iiber- 
haupt keine Milchsiure aus der Hexosediphosphorsiure bzw. 
aus ihrem Zuckeranteil gebildet wird. 

Ks ist nun zu entscheiden, inwieweit die an Driisen, ins- 
besondere Leberbrei, gewonnenen Ergebnisse mit den von 
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Tabelle 6. 
Vers.-Nr. Organ °/, Phosphorsaure °/, Milchséure 
und und Zusatz ischietliaaties: - an 
Datum Tierart A | B | D A | B D 
: anieliaa des a: See ae aes Som 
| verun 
82. a ohne 0,1317 0,3067 0,1750} 0,0321 gliickt 
7. 26 Leber . : 
mit Hexosedi- ‘ | ed 
phosphorsiure 0,1501 0,4011 0,2510 0,0257 0,1827 0,157 
; ohne 0,1051 0,2602 0,1551] 0,0708 0,2761. 0,208: 
Q 
eas desgl. : sedi- | 
i. 26 6 mit Hexosedi 0,1187 0,3851 0,2664] 0,0463) 0,2467 0,200: 
phosphorsiiure ' | 
; ohne 0,1214 0,2617| 0,1403] 0,0502 0,2083. 0,158! 
Oo. 
“<a desgl. ‘+t Hexosedi- 
7. 26 _ mit Hexosedi- | 9 1966 0,3397) 02131] 0,0585. 0,1749 0,116: 
phosphorsdure | © 
ohne 0,3767 0,5568/ 0,1801] 0.1545) 0,3828 0,228: 
83. Esculenta | 7 di | 
7. 26 |Muskeln || mit Hexosedi- | 9 so96 0.7126! 0,3200| 0,1555| 0,4501/ 0,294 
phosphorsiure | 





Embden und seinen Schiilern an Muskeln gewonnenen ver- 
gleichbar bzw. inwieweit sie davon verschieden sind. 

In den zahlreichen Arbeiten der Embdenschen Schule 
ist nur ein einziges Mal die Bildung aquimolekularer Mengen 
von Milchséiure und Phosphorsiiure beobachtet worden. Es 
war dies in Versuchen am PreBsaft von Hundemuskeln in der 
ersten Untersuchung dieses Gebietes von Embden, Schmitz 
und Griesbach.') Aber auch hier gelang der Nachweis eines 
aiquimolekularen Verhiltnisses nur unter der Voraussetzung, 
daB man den PrefSsaft méglichst wenig schonend herstellte 
oder ihn zuniichst kurz mit Siiure behandelte. Das sind aber 
Bedingungen, die, wie Embden spater wiederholt hervorhob, 
fiir die Bestimmung des Lactacidogens wenig geeignet sind, 
da sie zu schnellem Zerfall dieser Substanz fiihren. Stellt 
man den Pref saft schonend her unter Anwendung von Kilte, 
dann bekommt man stets weit mehr Milchsiure beim Erwirmen 
als Phosphorsiure. Laquer?), der am Brei von Froschmuskeln 





') Embden, Schmitz u. Griesbach. Diese Zs. Bd. 93, S. 1 (1914). 
*) Laquer, Diese Zs, Bd. 93, S. 60 (1914). 
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arbeitete, beobachtete ebenfalls stets eine weit héhere Milch- 
siure- als Phosphorsiurebildung, Martha Cohn!) sah das 
gleiche am Brei von Karpfenmuskeln. Embden, Schmitz 
und Meineke?) fanden dann in Versuchen am Brei von Hunde- 
muskeln ebenfalls keine Aquimolekularitiit der Bildung beider 
Saéuren und ebensowenig bei Kaninchen, wobei merkwiirdiger- 
weise 1m Hundemuskelbrei immer oder fast immer die Milch- 
siure, im Kaninchenmuskelbrei die Phosphorsiure iiberwog. 
In allen diesen Fiillen, im Muskelbrei also der verschiedensten 
Tiere, besteht nicht nur kein uiquimolekulares Verhiltnis der 
beim Erwirmen gebildeten Siuren, sondern auch kein kon- 
stantes Verhiltnis wie Schmitz es verlangt. In dieser Hin- 
sicht verhilt sich also der Brei von Muskeln genau so wie der 
von der Leber. Interessant ist es, daB in der Froschleber, 
ebenso wie im Froschmuskel, beim Erwiirmen mit Bicarbonat 
mehr Milchsiiure als Phosphorsiiure, in der Kaninchenleber, 
ebenso wie im Kaninchenmuskel, mehr Phosphorsiure als 
Milchsiure gebildet wird. 

Fat man die Frage nach dem Verhalten zugesetzter 
Hexosediphosphorsiaure ins Auge, so ist zu bemerken, dab 
Versuche dieser Art nur in zwei der Alteren Arbeiten an- 
gefiihrt sind. 

Embden, Schmitz und Griesbach (a. a. 0.) stellten 
fest, da’ HundemuskelpreBsaft in der Tat aus Hexose- 
diphosphorsiure sowohl Milchsiure, wie Phosphorsiiure frei 
macht. Dabei fand man aber nur einmal unter 6 Versuchen 
fiquimolekulare Mengen, 4mal weit mehr Phosphorsiure als 
Milchsiure und 1mal das Umgekehrte. Hagemann’) bei 
Embden fand ganz ahnliche Verhiiltnisse in 6 Versuchen am 
UteruspreBsaft auf Zusatz von Hexosediphosphorsiure. Be- 
merkenswert in dieser Hinsicht sind weiter die Untersuchungen 
von Embden und Laquer‘), sowie von denselben mit Gries- 


1) Martha Cohn, Ebenda Bd. 93, S. 84 (1914). 

*) Embden, Schmitz u. Meineke, Ebenda Bd. 118, S. 10 (1921). 
3) Hagemann, Ebenda Bad. 93, S. 54 (1914). 

*) Embden u. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, 8. 94 (1914). 
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bach), in denen sie die durch Barytfallung aus Hundemuskel- 
preBsaft gewonnene lactacidogenhaltige Fraktion den PreBsiften 
von Muskeln, von Nieren und von Hoden zufigten, und fest- 
stellten, daB wiederum zwar beide Siuren, sowohl Milchsiure 
wie Phosphorsaéure, aus der zugesetzten Substanz abgespalten 
wurden, daB aber eine aquimolekulare Beziehung zwischen den 
Mengen der beiden Siuren nicht bestand. Versuche iiber das 
Verhalten von Muskelbrei gegen zugesetzte Hexosediphosphor- 
siure scheinen nicht vorzuliegen; ich fiihre daher einen von 
mir durchgefiihrten und in Tab. 6 aufgenommenen Versuch mit 
Froschmuskelbrei an, aus dem hervorgeht, daB auch hier zwar 
viel Phosphorsiure, aber wenig Milchsiure aus Hexosediphos- 
phorsiure gebildet wird. 

In den ersten Versuchen von Embden, Schmitz und 
Griesbach war gezeigt worden, daB zugesetzte Nucleinsiure 
in MuskelpreBsaft nicht gespalten wird, wihrend dies nach 
Schmitz im Driisenbrei geschieht. Wenn man beriicksichtigt, 
wie verschieden der Verlauf der spontanen Phosphorsiiure- und 
Milchsiiurebildung im PreBsaft und im Muskelbrei verliuft, 
wird man es wohl fir erforderlich halten, die Spaltbarkeit der 
Nucleinsiure im Muskelbrei noch besonders zu untersuchen. 

Uberblickt man die Gesamtheit der an Muskeln und 
Driisenmaterial vorliegenden Untersuchungen, so ist festzustellen: 

1. eine Bildung daquimolekularer Mengen von Phosphor- 
siure und Milchsiure ist bisher nur in dem einen Falle des 
méglichst wenig schonend hergestellten PreBsaftes von Hunde- 
muskeln beobachtet worden und die grundsitzliche Bedeutung 
dieses Befundes darf nicht angetastet werden. Niemals aber 
fand man dieses Verhiltnis im Brei von Hundemuskeln und 
den Muskeln anderer Tiere und ebensowenig bei der Spaltung 
zugesetzter Hexosediphosphorsiure, weder im PreBsaft, noch 
im Brei der Organe. 

Zwischen dem Spaltvermégen der Muskeln fiir die Hexose- 
diphosphorsiure und in dem Driisenbrei besteht anscheinend 
kein Wesensunterschied, sondern lediglich ein quantitativer. 


es 


) Embden, Griesbach u. Laquer, Ebenda Bd. 93, S, 124 (1914). 
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Muskelbrei bildet aus Hexosediphosphorsiure immerhin ein 
wenig Milchséure neben viel Phosphorsiure, bei Speicheldriisen 
wird nur wenig, bei der Leber iiberhaupt keine Milchsiure ge- 
bildet neben einer starken Abspaltung von Phosphorsiure. 
Die Bildung aiquimolekularer Mengen der beiden Siuren 
ist nun in der Tat weder beim Stehen bei 45° im bicarbonat- 
alkalischer Lésung noch aus zugesetzter Hexosediphosphorsiure, 
selbst unter giinstigsten Bedingungen, als regelmiBiger Befund 
zu erwarten. Erstens muB naimlich darauf hingewiesen werden, 
daB bei der Aufspaltung eines Komplexes vom Charakter einer 
Hexosediphosphorsiure gewi8 mindestens 2 Fermente beteiligt 
sein miissen: das eine, das die Phosphorsaure aus ihrer ester- 
artigen Bindung abspaltet, das andere, das Zucker zu Milchsiure 
abbaut. Es ist von vornherein gar nicht selbstverstindlich, dab 
diese beiden Fermente in vitro stets mit gleicher Intensitit 
wirken, sondern man wird annehmen kénnen, daB, je nach den 
Bedingungen, einmal die Wirkung des einen, ein anderes Mal 
die des anderen Fermentes vorwiegt. Auch die synthetischen 
restituierenden Prozesse, von denen zum mindesten der eine, die 
Ksterbildung aus Phosphat und Zucker, keiner Energiezufuhr 
bedarf und daher auch anaerob abliuft, mégen in ihrer Intensi- 
tit je nach den Bedingungen mehr oder weniger groBen 
Schwankungen unterliegen. Dadurch kommt aber ein weiterer 
Faktor hinein, der das relative Verhaltnis von jeweils vorhandener 
Milchséure und Phosphorséure mitbestimmen muB8. Fiir die 
Versuche mit zugesetzter Hexosediphosphorsiure endlich ist es 
wichtig, darauf hinzuweisen, dab die angewandte Fructose- 
diphosphorsaure aller Wahrscheinlichkeit nach zwar verwandt, 
aber wie Embden immer wieder betont, keineswegs sicher iden- 
tisch mit dem Lactacidogen ist und da8 man daher auch nicht 
ein gleiches Verhalten gegeniiber den Fermenten verlangen darf. 
Von groBer Bedeutung ist es geworden, daB es Embden 
gelang, eine Hexosediphosphorsiure aus MuskelpreBsaft zu 
isolieren. Dennoch driickt er sich selbst iiber die Rolle dieser 
Substanz sehr vorsichtig aus und betont gerade in jiingster 
Zeit, daB vielleicht auch eine Hexosemonophosphorsaure, die 
allerdings aus Muskeln noch nicht isoliert wurde, als Lacta- 
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cidogen in Betracht komme. Demnach wiire auch die Iso- 
lierung einer Hexosediphosphorsiure aus Leber noch nicht 
entscheidend. 

Die zu Beginn dieses Abschnittes gestellte Frage, inwie- 
weit die an der Leber erhobenen Befunde mit den am Muske} 
gewonnenen vergleichbar sind, ist also dahin zu beantworten, 
daB eine weitgehende Ubereinstimmung im Ablauf der Milch- 
siure und Phosphorsiure bildenden Prozesse besteht und dai 
héchstens quantitative Verschiedenheiten festzustellen sind. Die 
fiir die Existenz eines Lactacidogens im Muskel angefiihrten 
Beobachtungen der Embdenschen Schule lassen sich im wesent- 
lichen auch am Leberbrei bestiitigen. Einer besonderen Er- 
wihnung im Rahmen dieser Betrachtungen bedarf die von 
Embden, Lange und ihren Mitarbeitern!) festgestellte Syn- 
these von Hexosediphosphorsiure aus anorganischem Phosphat 
und Kohlenhydrat, wie sie sich in ausgedehntem MaSe durch 
Zusatz gewisser Salze, besonders des Natriumfluorids, herbei- 
fiihren 14Bt. Wir werden darauf spiiter zuriickkommen uni 
zeigen, daB etwas Ahnliches, wenn auch liingst nicht in gleichem 
Umfange, mit Leberbrei zu erzielen ist. Zunachst aber miissen 
diejenigen Versuche geschildert werden, die ein Bild geben vom 
Ablauf der Phosphorsiureabspaltung in iiberlebenden Leberbrei 
bei physiologischer Temperatur und unter Bedingungen des 


Uberlebens. 


III. Die Abspaltung von Phosphorsaure aus Leberbrei beim 
Stehen in physiologischer Salzlosung. 


Li8t man Leberbrei von Fréschen in Ringerlésung bei 
Zimmertemperatur oder der Temperatur des flieBenden Lei- 
tungswassers (etwa 10—12°) stehen, so spaltet sich sehr schnell 
Phosphorsiiure ab, deren Menge sich innerhalb von 2 Stunden 
etwa verdoppelt. Ebenso verhalt sich Kaninchenleber, die in 
Lockelésung im Thermostaten bei 38—39° gehalten wird. 
Antiseptika wurden nicht hinzugefiigt, da die Kiirze der Ver- 
suche eine irgendwie beachtliche Entwicklung von Faulnis aus- 


1) Diese Zs. Bd. 134, 136, 137, 141 (1924/1925). 
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schloB. Auch hier verdoppelt sich die Menge der Phosphor- 
siure fast genau innerhalb von 2—4 Stunden. 

Die Abspaltung der Phosphorsiure erreicht sehr schnell 
das Maximum, das sie unter den gegebenen Bedingungen er- 
reichen kann. Wir haben allerdings die Lésungen nicht be- 
sonders gepuffert, so da& der Verlauf durch die allmihliche 
Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite mitbestimmt 
sein kann. 

Wie die Figur zeigt, die aus den Versuchen 16 (vom 
8. 6. 1925) und 26 (2. 7. 1925) abgeleitet ist, wird der weitaus 
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Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdéureabspaltung in 
a) Froschleberbrei in Ringer bei 12°. Versuch 16, 8. 6. 


Or 

ats 

b) Kaninchenleberbrei in Locke bei 39°. Versuch 26, 2. 7. 
, 


26, 
gréBte Teil der Phosphorsiure in der Froschleber wie in der 
Kaninchenleber schon innerhalb der ersten halben Stunde ge- 
bildet. Von da ab geht die Abspaltung nur sehr langsam 
weiter, wie aus dem flachen Verlauf der Kurve ersichtlich ist. 
Jedenfalls ist unter den von uns gewahlten Bedingungen 
im Froschversuch in drei, im Kaninchenversuch in 2 Stunden 
das Maximum der Phosphorsaureabspaltung nahezu erreicht. 
DaB zugleich auch Milchsiure gebildet wird, haben wir in 
einem Froschversuch (79 vom 14. 6. 1926) festgestellt. Die 
Leber enthielt 0,0840°/, Phosphorsiure und erhéhte ihren 
Gehalt bei 3 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur in Ringer- 
lésung auf 0,1514°/,. In der gleichen Zeit stieg der Milch- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXI. 12 
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siuregehalt nur von 0,0410 auf 0,0563. Die Zunahme der 
Milchsiure entspricht also nicht annihernd derjenigen der 
Phosphorsiure unter diesen Bedingungen. 

Wir haben weiterhin uns davon zu iiberzeugen versucht, 
daB die beim Stehen in Ringerlésung neu auftretende anorga- 
nische Phosphorsiure derselben Quelle entstammt wie die beim 
Erwarmen auf 45° in bicarbonatalkalischer Lésung gebildete. 
































Tabelle 7. 
Vers.-Nr. Vers Fallungs- °/o Phosphorsiiure | Diffe. 
und Ti : 
ier mittel ; renz 
Datum 1 | 2 Mitel 
A. 0,1008 0,1022 00,1015}, — 
- Sofort | | 
bestimmt 
B. 0,2660 0,2677 0,2669 |B-A = 
2 Stdn. bei | 0,1654 
42° in 2°, 
NaHCO, | : 
” ne —«o. 0,1743, 0,1789|0,1766 |C-A = 
HgGi, 4| Nach 3Stdn. | 0,075 | 
4. 1. 26] lenta . in Ringer | 
bei Zimmer- | 
temperatur 
D. 0,2408 0,2405 0,2407 |D-A = 
Zuerst 3 Stdn. | 0,1392 
in Ringer, | 
dann 2 Stdn. | 
auf 42° mit | 
NaHCO, | 
A. 0,0840! 0,0924'0,0882] — 
Sofort 
bestimmt 
B. 0,2279) 0.2435 0,2358 [B-A= 
2 Stdn. bei 0,1476 
42° in 2°, 
™ NaHCO, 

— desgl. | desgl. C. 0,1171/ 0,1177/0,1174 |C-A = 
sins 3 Stdn. in 0,0292 
Ringer bei 7° 

D. 0.2126] 0,2106)/0,2116 |D-A = 
Zuerst wie C, - 0,1234 
dann 2 Stdn. 
auf 42° mit 

NaHCO, 
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In den Versuchen 67 vom 4. 1. 1926 und 70 vom 13. 1. 
1926 wurde jeweils in einer Probe die Phosphorsiéure sofort, 
in einer zweiten nach 2stiindigem Erwirmen in 2°/, iger Na- 
triumbicarbonatlésung, in einer dritten nach 3 stiindigem Stehen 
bei Zimmertemperatur bzw. bei 7° bestimmt und endlich in 
einer vierten, die zuerst 3 Stunden wie die dritte stand, und 
dann unter Zusatz von Bicarbonat noch 2 Stunden erwirmt 
wurde, 

Es zeigte sich, da& die Zunahme der Phosphorsiure- 
bildung in der vierten Probe iiber die nach 3 Stunden Stehens 
schon frei gewordene nur noch gering war und annihernd so 
groB als zu erwarten war, wenn die beim Stehen abgespaltene 


Phosphorsiure aus derselben Quelle stammt wie die bei 43 
bis 45° sich bildende (Tab. 7). 


IV. Der Einflu8 von CaCl, und NaF auf die Menge der von 
iiberlebender Leber abgespaltenen Phosphorsaure. 


Wie schon erwihnt, beanspruchen die Befunde vom Embden 
und Lange hinsichtlich der durch gewisse Salze zu erzielenden 
Synthese von Hexosediphosphorsiure im Muskel besondere Be- 
achtung. Es war von Interesse zu priifen, ob thnliches sich 
auch am Leberbrei beobachten lasse. 

In unseren dahinzielenden Versuchen haben wir nur mit 
einer Konzentration der Salze gearbeitet, die als Synthese- 
férderer besonders in Frage kommen, indem wir CaCl, in 
m/40, bei Kaninchenleber m/6, NaF in m/9 bzw. m/6-Kon- 
zentration anwandten. Ob dies fiir die Leber gerade die 
optimale Konzentration in bezug auf die synthetische Leistung 
ist, ist a priori nicht zu sagen. Fir den Muskel des Frosches 
sind sie nach Embden sowie Lange besonders giinstig, aber 
es ist nicht einmal wahrscheinlich, daB in einem Milieu von so 
anderer Zusammensetzung wie es der Leberbrei im Vergleich 
zum Muskelbrei ist, dieselben Konzentrationen der Salze als 
optimal zu gelten haben, wie im Muskel. Wir sind indessen 
der Frage nach der fiir die Synthese giinstigsten Konzentration 
der betreffenden Salze nicht nachgegangen. 
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Tabelle 8. NaF und CaCl, am Leberbrei. 
> |e x ail 
Ss, / glee! 28 °/, Phosphorsiure 
Si) se 1/83 = 3 Lésung lee 
Ss) [Be Ae) eS a | b Mitte 
T a Sofort =a 0,1053 
° Abhi . 
ae HgCl,| 4 temp. | Ringer _ — | 0,2104 
0,28°/, CaCl, iis = 0,2127 
| Sofort — — | 0,1845 
. 4 Zimmer- Ringer — — 0,2272 

5 Eseul. temp. | 0,48°/, NaF ae mn 0,103) 

0,28°/, CaCl, | — —  0,1716 

Sofort — - 0,1462 

desgl. 4 ae 0,65°/, NaCl] — —  0,260¢ 
0,.48°/, NaF} — | — | 0.1576 

Sofort — —  0,0903 

desgl. 4 Zimmer-_ 0,65°/, NaCl --- = 0,2364 

5 temp. |] 0,48°/, NaF | — — 00,1008 

0,28°/, CaCl,}] — 0,1626 
(}  Sofort oe Pe eS 
0,65°9/, NaCl} — | — | 0,2130 
0,48°/, NaF — | 0,16038 
+1°/, Glyk. 
Tem- 91; |Zimmer- Pa igaa a “a 
por. °/2 | temp, | me 
1,959, Nae | — | — | 0,2241 
Lactat in | 
NaCl | 
0,4°/, Na- —~ — | 0,2484 
| Lactat in | 
NaCl 
Sofort _ —  0,1345 
» leteamer- || 285° 0 NaCl} — | — | 0,2260 
/_ |Zimmer- 

_| desgl. 3'/2 |"temp. \| 0,489, NaF} — | — |0,1215 
0,489, NaF} — | — (| 0,1217 
+0,4°/, Glyk. 

Sofort — — | 0,1329 

Eseul. ~ 14° Ringer — — | 0,2255 
0,489, NaF} — | — /|0,1316 

Sofort 0,1134 0,1134 0,1134 

Tem- q ‘| Zimmer- 0,65°/, NaCl} — | 0,2188 0,2188 
por. saci | 0.48°/, NaF | 0,1039 0,0955) 0,0967 
0,28°/, CaCl, | 0,1869 0,1949| 0,1909 











ure 


litte! 


105: 

2104 
2127 
1345 
p2212 
1031 
1716 
1462 
2606 
1576 
),09038 
), 2364 
), 100% 
),1626 
1055 
), 2130 
),1603 


),1576 


),2241 


0.2484 


0,1345 
0,2260 
0,1215 
0,1217 


0,1329 
0,2250 
0,1316 
0,1134 
0,2188 
0,0967 
0,190% 








Uber die Phosphorsiiureabspaltung in tiberlebender Leber usw. 169 


Tabelle 8 (Fortsetzung). 





| 
| 














n nD ” 
Zab ls. | PS 1Sa] oS °/, Phosphorsiiure 
"ss —- ~ + Ss a se . 
eB2| 22] 22/25] 82 | Looung din 
a ~ P = 2 © , 
> A R -" - es 2, a | b_ | Mittel 
a Sofort 0,1057) 0,1120, 0,1089 
03 Tem- 


HgCl 8 Zimmer- 0,65°/, NaCl 0,2172, 0,2176 0,2174 
' “emP- 1 0,48°/, NaF | 0,0800, 0,078) 0,0777 
0,28°/, CaCl, | 0,1753) 0,1799| 0,1776 


no 
c 
loon 
= *. 
bo 
or 
ye = 
} 
ac] 


Sofort | 0,1224! 0,1234/ 0,1229 





_ Tri. 0,9°/, NaCl | 0,2260) 0,2324) 0,2292 

et. |Kanin-| chior- 0,68°/, NaF | 0,1212| 0,1262! 0,1237 

6. 7. 25] chen essig- . alle 0,42°),NaF+] — | — | 0,1850 
siiure 2°/, NaHCO, | | 

0,6°/, NaCl+]| — | — _ |0,2720 


2° 0 NaHCO, 
| 
Sofort 0,1088/ 0,1163) 0,1126 























56. } T« ney | rs 
| desgl. |Hecl, | 4 = 0,99/) NaCl 0,1957) 0,2002) 0,1980 
4.11. 25 2 temp. | 0,68°/, NaF | 0,1231) 0,1089) 0,1160 
1,7°/, CaCl, 0,1406, 0,1564 0,1485 
Sofort | 0,1734! 0,1864| 0,1799 
Aw | 0/ Y | ~ 
57. desel. | Hoci,| 4 = 0,9°/, NaCl 0,3177) 0,3130| 0,3154 
511.951 | 8? temp. 0,68°/, NaF | 0,2152) 0,2214/ 0,2183 
1,7°/9 CaCl, | 0,2771) 0,2842| 0,2807 


Wie man aus der Tab. 8 ersieht, haben wir mit CaCl, in 
der angewandten Konzentration zwar allemal starke Hemmung 
der Spaltung, aber keine Synthese erhalten. Die Versuche 
dieser Reihe sind alle so angesetzt, daB die Leberbreiproben 
in Ringer- bzw. in Lockelésung bei Zimmertemperatur oder 
bei der des flieBenden Leitungswassers oder endlich — bei 
den Lebern von Warmbliitern — bei 33° 2—3 Stunden stehen 
blieben, und mit solchen Proben verglichen wurden, die gleich- 


zeitig unter den gleichen Bedingungen mit isotonischer Ca(Cl,- 


Lésung angesetzt waren. 

In den analog durchgefiihrten Versuchen mit NaF war 
stets eine fast oder ganz vollstindige Hemmung der Spaltung 
eingetreten. Bei der Kaninchenleber ging die Wirkung auch 
nie dariiber hinaus. Bei der Froschleber haben wir aber 
immerhin einige wenige Versuche, drei (Nr. 50, 52, 53) unter 
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acht, in denen eine auBerhalb der durch Doppelbestimmungen 
kontrollierten Fehlergrenzen liegende geringe Abnahme der 


Phosphorséiure eingetreten ist. 
gesetzten Versuch Nr. 8 war dagegen nicht einmal eine Hem- 
mung der Spaltung zu beobachten, im Gegensatz zu den Be- 


funden von Deuticke!) aus Frochmuskel. 


Die Tatsache, da8 im Froschleberbrei eine Synthese unter 
dem Einflu8 von NaF immerhin eintreten kann, mag als 
Unterstiitzung der Ansicht herangezogen werden, daB die 


In dem einen mit Lactat an- 





Vers.-Nr. 
und 
Datum 


10. 
16. 5. 


12. 6. 


24, 6. 25. 


) 
26. 6. 25. 


~1 
~ 
bS 
oi! 








Tierart 


Esculenta 


desgl. 


desgl. 


desgl. 


desgl. 


desgl. 


Kanin- 
chen 














°/, Phosphorsiure 














Lésung 
‘. 2. 

Ringer a 
4°/, Alkohol} — — 

(Ringer) 

Ringer | 0,1764 | 0,1843 
Chloroform |0,1796  — 
Ringer */,0 | 

Ringer | 0,2039 | 0,2024 
Chlorof.'/,559| 0,1901 | 0,1907 

Ringer a 

desgl. ae 

desgl, se Uli 
4°), Alkohol}| — | —_ 
desgl. -  — 
desgl. — | — 

Ringer | 0,2022 | 0,1962 
4°/, Alkohol | 0,1852 | 0,1647 
Chlorof.4/;599 | 0,1583 | 0,1506 

Ringer 0,1636  0,1779 
4°/, Alkohol]0,1879 | 0,1642 
Chlorof.1/,599 | 09,1832 0,1782 

Locke _ — 


Tabelle 9. 
Leber-Alkohol- Chloroform. 
Fallungs- pi: Temp 
mittel | in ° 
Stdn. 

HgCl, 4 14 
desgl. 2"/5 14 
. & 
desgl. a 7 

/ 1 14 

2 14 

4 14 

desgl. 1 14 

2 14 

4 14 

desgl. Fi. 14 

desgl. ry}. 14 
Trichlor-| 39 

essigsiiure 














4°/, Alkohol 


1) Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1925). 








Mitte! 
0,203 
0,184 


0, 1804 
0,179 


0,203: 


0, 1 900 





0,1 7U! 
0,179 
0,228! 
O,161% 
0,1734. 
0,209 3 


0,204: 
0,1 7553 
0,154 
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Tabelle 10. 
Chinin-Leber. 











| 0,170 
| 0,176 


0,1s0 : 








Vers.-Nr. 



































. Dauer °/, Phosphorsiure 
rs Fallungs- Temp. ” . 
und Tierart sia in Hee P Lésung a= 
Datum Stdn. ) F | 2. Mittel 
ws | Ringer - ),1832 
2.5.25 |Esculenta] HgCl, 31/, 14 Giant —~ | ~ 0.1897 
/ 100 ’ A 
= ; Ringer — a ),2038 
16.5.25 | desgl. desgl. 4 14 Chinin '/,.1 — oe 0,1855 
| i 
hee Ringer | 0,2089 | 0,2024 | 0,2032 
27.5.25 | desgl. desgl. 2 15 Chinin ¥/,5 | 0,1901 has  0,1904 
7 " Ringer | 0,1764 | 0,1843  0,1804 
2.5.25 | deagl | deagl | 2'/, | 14 Chinin "/1999 ]0,1796 | — | 0,1796 
| | 
a , Ringer |0,1455 0,147 | 0,1466 
20.10.25} Tempor. | desgl. 4 12 Chinin */,55 | 0,1527 | 0,1597 | 0,1562 
i ae Ringer | 0,1996 | 0,2052 | 0,2024 
30.10.25| desgl. | desgl | 3 20 dents h:... Vintaite | Glades) C000 
| 
28. 
7.7.95 | Kanin- | Trichlor- 9 39 Locke so — | 0,2574 
“By eg F 
chen _ fessigsaure Chinin */1o99] — — | 0,2478 
me a 7 a Locke | 0,2380 | 0,2348 | 0,2364 
1 20 | SARE —— . Chinin 1/, 50) | 0,2350 | 0,2358 | 0,2354 
58. 
. 9 
7.11.25 | desgl. HgCl, 4 Zimmer- Locke 0,2379 | 0,2892 | 0,2386 
temp. | Chinin */,5, | 0,2430 | 0,2327 | 0,2378 
59. 
10.11.25] desgl. desgl. 4 dese]. | Locke 0,2209 | 0,2266  0,2238 
ss Chinin */, 60 | 0,2261 | 0,2380 | 0,2322 
IU. 
18.11.25] desgl. desgl. 2 39 Locke 0,2299 | 0,2316  0,2308 
Chinin 3/59, '0,2160 | 0,2267 | 0,2263 


Differenz A—B Phosphorsiure auch in der Leber auf eine 
lactacidogenartige Substanz zuriickgefiihrt werden darf. 


V. Einflu8 von Pharmaka auf die Phosphorsdureabspaltung 
im Muskel- und Leberbrei. 


Uns interessierte die Frage, inwieweit eine pharmako- 
logische Beeinflussung des als fermentativ zu betrachtenden Pro- 
zesses der Phosphorsaureabspaltung méglich ist. Insoweit als 





172 Otto Riesser, 


diese Abspaltung etwa auf Lactacidogenzerfall beruht, wire es 
natiirlich wichtig, wenn es gelinge, typische quantitative Ver- 
finderungen eines fiir den Kohlenhydratumsatz so wichtigen 
Prozesses durch Pharmaka zu erzielen. Da diese Frage auch 
am Muskel noch nicht studiert ist, wo wir es sicher mit 
Lactacidogen zu tun haben, so haben wir unsere Versuche 
auch auf diese Gewebe ausgedehnt. 

Tab. 9 gibt eine Ubersicht iiber eine Reihe von Versuchen, 
die sich mit der Wirkung zweier Narkotika, des Alkohols und 
des Chloroforms, auf den Gang der Phosphorsiureabspaltung 
in der Leber von Fréschen und Kaninchen beziehen. Alle 
niheren Angaben bringt die Tabelle. Man ersieht aus ihr, 
daB keine der beiden Substanzen eine deutliche Wirkung auf 
den Ablauf der Spaltung zu haben scheint. Man _ kénnte 


Tabelle 11. 











17%. 


23. 


26. 


11. 


11. 


11. 


®t F 


























Chinin-Muskel. 
; EiweiB- | Vers.- Temp °/, Phosphorsaure 

Datum | Tierart fillungs- | Dauer a ‘ Lésung | a? 
mittel Stdn. lL | 2. Mitte! 
95 | Kanin- | Trichlor- 3 39 Locke 0,4880 | 0,4872 0,4876 
chen |essigsiure| © UP Chinin */;59 | 0,4636 0,4668 0,462 
Locke [0,4538 | 0,4444  0,4492 

25 1. | desgl. 4538 | 0, 
Resi is ' 39 VW] Chinin */,50, | 0,4428 | 0,4268  0,4348 
Locke 0,4130  0,4058  0,4094 
25 | desgl. | desgl. | 2 ” aneedll bic eee 
a) Ria _ 39 Wl Chinin */,o99 | 0,3918 0,8879  0,3895 
, Locke |0,5065 | 0,5214 | 0,5140 

d HeCl. 4 Zimmer- 7 ’ ’ fe 
" saad citi temp. | Chinin 1/1599 | 0,5106 | 0,4992 | 0,5044 
Locke 0,4178 0,4482 0,4305 
25 l. 2 iia 
| oe ” Chinin */,59 | 0,4171 | 0,4084  0,4103 
Locke 0,4582 0,4584 0,458] 
5 1. desgl. 2 39 oy , ’ pn 
net om Bes Chinin */,59 | 0,4509 | 0,4593 0,455! 
Locke 0,4538 |0,45388  0,4538 

On ’ 
| ett - ; is Chinin */,9) | 0.4415 | 0,4255  0,4335 
Locke 0,4473 |0,4453  0,4463 

OR sol. 39 , ’ ’ ’ 
=, sei : Chinin '/;559 | 0,4229 |0,4347  0,4288 














5140 
5044 


4305 
4103 
4581 
4551 
4538 
1335 


1463 
L288 
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héchstens darauf hinweisen, daB iiberall, bis auf einen Versuch, 
ein Minus im Narkotikumversuch vorhanden ist, das aber fast 
durchweg innerhalb der Fehlergrenzen der Methode liegt. Dieses 
Ergebnis steht im Widerspruch zu den Befunden bei Gehirn- 
breil, wo Stamm im hiesigen Institut fand, daB Narkotika 
regelmiBig die Phosphorsiurebildung verstirkten. Im Gehirn 
allerdings handelt es, sich ausschlieBlich um Lipoidphosphor- 
siure. ‘T'lab. 10 gibt Versuche wieder, in denen der Kin- 
fluB verschiedener Chininkonzentrationen auf die Phosphor- 
siureabspaltung im Leberbrei untersucht wurde. Wieder 
im Gegensatz zu den Verhiltnissen beim Gehirnbrei zeigt 
sich, daB die Phosphorséureabspaltung im Leberbrei durch 
Chinin nicht beeinfluBt wird. Dagegen ist in den an 
Muskeln durchgefiithrten Versuchen der Tab. 11 eine geringe, 
eben noch anzuerkennende Hemmungswirkung des Chinins 
vorhanden. 

Sehr viel Miihe haben wir darauf verwandt, den EinfiuB 
von Adrenalin und Insulin auf die Spaltung sowohl im Leber- 
brei als besonders im Muskelbrei zu untersuchen. Tab. 12 
gibt die Leberversuche wieder; sie haben keine verwertbaren 
Ergebnisse gehabt. Dagegen schienen die in Tab. 13 zusammen- 
gestellten Kaninchenmuskelversuche zunichst ein positives Er- 
gebnis zu haben, insofern als hiufig die mit Insulin versetzten 
Proben eine etwas stirkere Phosphorsiureabspaltung aufwiesen. 
Hs stellt sich indessen heraus, daB dieselbe Wirkung auch mit 
der Lésungsfliissigkeit des von uns angewandten Schering- 
schen Insulins erzeugt wurde, die eine verdiinnte Essigsiure— 
Kresollésung darstellt, wihrend das allerdings in der Ringer- 
lésung schlecht lésliche feste Insulin anscheinend wirkungslos ist.') 


') Anmerkung bei der Korrektur. Soeben erschien eine Unter- 
suchung von Yasusada Oda im Jl. of Biochem. Bd. 6, 8. 367, worin 
in ganz iihnlicher Weise die Phosphorsiiureabspaltung in autolysierendem 
Muskel und in Leberbrei von Kaninchen verfolgt wird bei Zusatz von 
Adrenalin, Insulin, Pituitrin und Chinin. Das Ergebnis ist ebenso ne- 
gativ wie in meinen Versuchen. 

Zugleich sei hier verwiesen auf eine Arbeit von Collazo, Handel 
und Rubino in der Deutschen Med. Wochenschr. 1924. S. 747, die u. a. 
angaben, daB Muskelbrei von Meerschweinchen in vitro auf Zusatz von 
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Tabelle 12. 
Leber. Adrenalin, Insulin. 
———————— ee —___—_— 
Z a = E a8 ite 3 : °/) Phosphorsiiure 
sae 5 £3 |3c = Loésung = 
RSs 2 i RD © Mi 
om Escul. | HgCl 4 | Zimmer- a Ringer — — {0,2272 
J ) 25 , tomp. Adrenalin De —— ied 10,2 2] ) 
® | desgl. | HgCl, | 4 | desgl. Ringer — | — |0,2606 
7, 5. 25 r Adrenalin 4/15 600] — sn 10,2315 
| 
. NaCl 0,65°/, — | — [02864 
a ~— desg]. | HgCl, | 4 | desgl. " Adrenalin = ee orn 
ila 1/0000 in NaCl a 
i. desgl. | HgCl, | 4 3° | Ringer — | — (0,207 
19. 5. 25 Adrenalin 3/;5009 | — — 10,1993 
; ‘“ Ringer — — |0,1427 
“ sone HgCl,; 4 | Adrenalin 4/1990] — — |0,1525 
19. 6. 25 Adrenalin "/:5) 000] — | — |0,1451 
nt desgl. |HgCl, | 4 2 Ringer 0,1455 0,1477/0,1466 
54. desgl. |HgCl, | 3 preg Ringer 0,1996)0,2052/0,2024 
30. 10. 25 omPs  \y Adrenalin 1/1599 | 0,1889/0,1960/0,1924 
7— Locke 0,1246/0,115810,1262 
50, at HgCl,} 3 ue | Adrenalin 1/1555) | 0,1066/0,1150/0,1108 
9. 10, 25 Insulin 1/55 *) | 0,1176/0,1147 0,1162 
Locke 0,2379/0,2392/0,2385 
: 38. . desgl. | HgCl, | 4 aus Adrenalin 1/,) 99 | 0,2408 screen agi 
i. 11, 29 Insulin */;, | 0,2430/0,2314/0,2372 
| Locke shan ie ge 
. o9. desgl. |} HgCl, | 4 | desgl. Adrenalin 1/15 999 | 0,2325|0,2386 0,2355 
10, 11. 29 Insulin '/,, | 0,2309/0,2335,0,2322 
| | Locke 0,2299|0,2316 0,2308 
60 desgl. |HgCl,| 2 | 39° Adrenalin 1/15 99 | 0,2242|0,2310 0,2276 
13, 11. 25 Insulin 1/,, 0,2325 52293 





*) Insulin '/,, bedeutet 1cem Insulinlésung Schering mit 49 cem Ringer- 
lésung verdiinnt. 





—— 


| 
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Muskel. 


Tabelle 13. 


Adrenalin, Insulin. 





2 , - 
Agi a 
o AR 5 
o S a) = 
= _ 
61. Kanin- 
i4. 11. 25] chen 
62. 
desgl. 
17. 2i.. BS 8 
63. 
desgl. 
23. 11. 25 6 
” desgl 
esgl, 
26. 11. 25 
65. 
desg]. 
80. 11. 25 6 
66. 
desel. 
3. 12. 23 8 
68. 
desgil. 
6. I. 26 5 
69. 4 
ago], 
11. I. 26 “8 








Fallungs- 
mittel 


cs 
03 
© 


HgCl, 


HgCl, 


HgCl, 


HgCl, 


HgCl, 


HgCl, 


HgCl, 





2 


bo 


bo 


bo 





Temp. 


Zimmer- 
temp, 


39° 


39° 


39° 


39° 


39° 


39 0 


39° 


~~ 











Lésung 


Locke 
. € : 1 
Adrenalin 4/1 90 


Insulin '/., 


Locke 
Adrenalin 4/1509 


Insulin '/,, 


i 


Locke 


Insulin 1/., 


Locke 


. 1 1 
Adrenalin */ 45900 


Insulin 4/,, 


Locke 


. ; 1 
Adrenalin 1); 9099 


j 1; 
Insulin 1/,, 


Locke 


Trockeninsulin 
1 
50 


Lésungsflissigk. 
1/ 


‘50 
Locke 
Trockeninsulin 
1 
Iso 
Lésungsfliissigk. 
1 


150 


Locke 


Trockeninsulin 
1/ 
/50 


Lésungsfliissigk. 
1 


1/50 





°/, Phosphorsiure 


0,5065 
0.5114 
0,5078 
0,4178 
0,4158 
0,4567 
0,4582 
0,4522 
0,4866 


0,4538 
0,4481 
0,4737 


0,4473 
0,4445 
0,4284 


0,4544 
0,4712 


0,4852 


0,5149 
0,5308 


0,5382 





bo | 


0,5214 
0,5044 
0,5147 
0,4432 
0,3899 
0,4421 
0,4584 
0,4499 
0,4506 


0,4538 
0,4550 
0,4666 


0,4453 
0,4317 
0,4424 


0.4462 
0,4589 


0,4720 


0,5317 
0,5380 


0,5445 


0,5415 
0,5421 


0,5605 





Mittel 


0,5180 
0,5079 
0,51138 
0,4305 
0,4028 
0,4494 
0,4583 
0,4511 
0,4686 
0,4538 
0,4516 
0,4702 
0,4463 
0,4331 
0,4354 
0,4503 
0,4651 


0,4786 


0,5233 


0,5342 


0,5414 


0,5393 
0,5402 


0.5539 





176 Otto Riesser, 


Das im wesentlichen negative Ergebnis der pharmako- 
logischen Versuche ist fiir die Fortsetzung derartiger Unter- 
suchungen nicht ermutigend. Indessen ist sehr wohl zuzu- 
geben, daB die gewihlte Versuchsanordnung vielleicht fiir die 
Beantwortung der gestellten Frage nicht geeignet ist. Ks ware 
wiinschenswert, die Frage der Beeinflussung der Lactacidogen- 
spaltung durch Pharmaka in der Weise zu priifen, daB man 
das Gift am lebenden Tiere oder am iiberlebenden Muskel ein- 
wirken la8t und erst dann den Spaltungsversuch durchfibrt. 


Zusammenfassung. 


1. An Hand einer gréBeren Zahl von Versuchen werden 
einige Anhaltspunkte fir die Bestimmung der Phosphorsiure 
in Leberbrei, insbesondere iiber die dabei anzuwendende Ent- 
elweiBung gegeben. 

2. Leberbrei von Fréschen und von Kaninchen in 2°/,iger 
Bicarbonatlésung auf 43—45° erwarmt, spaltet reichlich Phos- 
phorsiure ab, und zwar die Froschleber im Durchschnitt 
0,174°/, bei einem Trockengehalt von durchschnittlich 25,3°/, 
(25 Versuche), die Kaninchenleber bei ihnlichem Trockengehalt 
durchschnittlich 0,219°/, (3 Versuche). Die GréBenordnung ist 
derjenigen der Lactacidogenphosphorsiiure der Muskeln sehr 
ihnlich. 

3. Gleichzeitig mit der Phosphorsiure wird unter den 
genannten Bedingungen auch Milchsaure gebildet. [bre Menge 
ist bei der Froschleber meist héher als die der Phosphorsiure, 
mitunter annahernd gleich, nie geringer. Bei der Kaninchen- 
leber wird dagegen weniger Milchsiure als Phosphorsiure ge- 


bildet. 


Insulin beim Erwirmen mehr Phosphorsiure und vor allem Milchséure 
abspaltet als ohne Insulin. Zahl der Versuche und Kontrollen erscheinen 
mir hier noch nicht geniigend. Diese Autoren zitieren endlich auch 
eine Arbeit von Audowa und Wagner, Klin. Wochenschr. 1924, S. 231, 
die an mit Insulin behandelten Kaninchen eine verstiirkte Phosphorsiure- 
bildung beim Erwiirmen isolierter Muskeln festzustellen glaubten. Auch 
diese Versuche bediirfen entschieden noch des Ausbaus und der Be- 
stiitigung, die von den Verfassern auch in Aussicht gestellt wurde. 











— i =O 








Uber die Phosphorsiureabspaltung in iiberlebender Leber usw. 177 


4, Aus zugesetzter Hexosediphosphorsiure wird unter den- 
selben Bedingungen des Erwirmens in alkalischer Lésung zwar 
Phosphorséure, aber keine Milchsiure abgespalten, wabhrend 
Muskelbrei neben reichlich Phosphorsiure ein wenig Milchsiure 
aus Hexosediphosphorsiure bildet. 

5. In der Diskussion der Befunde wird gezeigt, daf sie 
mit den am Muskel gewonnenen und im Sinne der Existenz 
einer Hexosephosphorsiureverbindung als Milchsiurevorstute 
gedeuteten weitgehend iibereinstimmen. 

6. Beim Stehen in physiologischer Lésung spalten Leber 
vom Frosch und vom Kaninchen reichlich Phosphorsiiure schon 
innerhalb der ersten Stunden ab. Das Maximum ist bei der 
Froschleber in Ringerlésung in etwa 3 Stunden, bei der 
Kaninchenleber in Lockelésung und bei 39° in 2 Stunden er- 
reicht, falls weiter keine Puffer zugesetzt werden. Die Milch- 
siurebildung scheint gleichzeitig nur gering zu sein. 

7. In isotonischer CaCl,-Lésung wird die Phosphorsiure- 
bildung des frischen Leberbreies gehemmt, in isotonischer 
NaF-Lésung entweder voéllig gehemmt oder es tritt in einigen 
Fallen sogar Verminderung der freien Phosphorsiiure im Sinne 
einer Synthese ein. 

8. Zahlreiche Versuche wurden angestellt iiber die Frage 
der Wirkung von Pharmaka auf die spontane Abspaltung der 
Phosphorsiure aus Leber- oder Muskelbrei unter Bedingungen 
des Uberlebens. Alkohol, Chloroform, Chinin, Adrenalin und 
Insulin wurden vor allem untersucht. Abgesehen von einer 
geringfiigigen Hemmungswirkung des Chinins konnten keine 
sicheren Wirkungen beobachtet werden. 





Uber die Einwirkung von Grignardreagens auf Aminosiuren. 
12. Mitteilung. 


Die Bestimmung der freien Carboxylgruppen in Peptiden. 
Von 


Fritz Bettzieche. 


{Aus dem Physiolog.-chem. Institut der Universitit Leipzig.)') 
(Der Redaktion zugegangen am 9. September 1926.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Die vorangehenden Mitteilungen zeigten die Bestimmung 
der endstiindigen Aminosiure in Peptiden in einzelnen Etappen 
auf verschiedene Weise. Sollte die Methode jedoch praktischen 
Wert erlangen, so muBte sie gestatten, die einzelnen Abschnitte 
ohne allzugroBe Verluste in einem Arbeitsgang zu erledigen. 
Es mubte versucht werden, Peptide zu verestern, den rohen 
Kster mit Grignardreagens umzusetzen und das Reaktionsprodukt 
ohne weitere Reinigung sogleich zu spalten. Von besonderer 
Bedeutung war die erforderliche Menge Ausgangsmaterial. 

Auf Grund der vorangehenden Versuche boten sich vier Wege: 

1, Phenylgrignard mit Saurespaltung. 

2. Phenylgrignard mit Alkalispaltung. 

3. Benzylgrignard mit Saurespaltung. 

4, Benzylgrignard mit Alkalispaltung. 

Die Umsetzung von Peptiden mit Phenyl- und Benzyl- 
magnesiumbromid verliuft im Durchschnitt wohl mit etwa gleich 
guten Ausbeuten, wenn das Reagens gut zubereitet wird, 
doch miblingt dies oft beim Benzylmagnesiumbromid. Bei Pep- 
tiden mit unbesetzter Aminogruppe liBt sich das Reaktions- 
produkt leicht isolieren. Es befindet sich nach der Zersetzung 


1) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. 











Uber die Einwirkung von Grignardreagens au Aminosiuren. 179 


zusammen mit Magnesiumchlorid in der salzsauren Lésung und 
kann dann bei alkalischer Reaktion mit Ather oder Benzol 
herausgeholt werden. Benzoylierte Peptide finden sich nach 
der Grignardierung mit den Nebenprodukten der Grignard- 
reaktion in der atherischen Liésung, Brombenzol, Benzol, 
Diphenyl bzw. Benzylbromid, Toluol, Dibenzyl miissen durch 
Wasserdampfdestillation entfernt werden. Hier versagt der 
Benzylgrignard. Die harzigen rohen Peptidalkohole halten be- 
sonders Dibenzyl auferordentlich zahe zuriick. Die notwendige 
lange Wasserdampfdestillation zerstért den Peptidalkohol. 
Weitere Griinde gegen das Arbeiten mit Benzylmagnesium- 
bromid ergaben sich ja bei den Spaltungen. 

Von vornherein als unbrauchbar zu bezeichnen ist Benzyl- 
grignard mit Siurespaltung, da sich bereits beim Arbeiten in 
einzelnen Etappen mit reinen Substanzen infolge der zahlreichen 
Komplikationen Schwierigkeiten gezeigt hatten. 

Die Alkalispaltung der Benzylderivate mag gleich gute 
oder gleich schlechte Aussichten bieten wie die der Pheny]l- 
derivate. Sie versagt in allen den Fallen, wo sich infolge langer 
Dauer die SchmelztluBspaltung der Aminoalkohole bemerkbar 
macht. Dies tritt bei Phenylaminolen leichter ein, anderer- 
seits erfordern die Benzylpeptidalkohole in einzelnen Fallen 
langere Spaltungsdauer; irgendwelche RegelmiBigkeit lieB sich 


jedoch nicht erkennen. So ergibt sich als bester Weg der 


erste: Phenylgrignard mit Saéurespaltung. Nur wenn Glykokoll 
endstindig steht, sind Schwierigkeiten zu erwarten. Denn der 
entsprechende Diphenylacetaldehyd neigt zur Umlagerung, Kon- 
densation usw. EKinigermaBen konnte hier Abhilfe geschaffen 
werden, indem der Aldehyd wihrend der Spaltung sofort durch 
Wasserdampf abdestilliert wurde. Wege zum Desoxybenzoin 
zu gelangen, sind ebenfalls versucht worden. 

Die Spaltung des reinen Glycylglycinphenylaminols in Men- 
gen von etwa 0,3g mit 15°/,iger Salzsiure fiihrte zu Ausbeuten 
an Diphenylacetaldehyd von 38—62°/,. Dehnt man die Spal- 
tung aus, so entsteht neben anderen Produkten Desoxyben- 
zoin. Doch ist seine Isolierung in geniigender Ausbeute nicht 
immer méglich. 





180 Fritz Bettzieche, 


Durch Spaltung mit 40°/,iger Schwefelsiure im Bomben- 
rohr bei 120° liBt sich Desoxybenzoin in giinstigen Fallen bis 
zu 53°/, der Theorie isolieren, aber bisweilen treten Versager 
auf, deren Griinde noch nicht ganz geklart sind. 


Zu der Gesamtreaktion, also beim Arbeiten mit weniger 
reinen Substanzen, konkurrieren die Ausbeuten mit denen der 
Aldehydmethode, doch lassen sich Komplikationen nicht immer 
vermeiden. 


Fiir die allgemeine Methode kommt dieser Weg nicht in 
Frage, da héhere Temperatur in sonstigen Fillen gerade die 
Ausbeuten verschlechtert. Hat man jedoch speziell auf Gly- 
kokoll als endstaindige Aminosiure zu priifen, so kann die 
Bombenspaltung vorteilhaft sein. 


Erwies sich so aus allgemeinen Betrachtungen heraus 
Phenylgrignard mit Saéurespaltung als der beste Weg, so mui 
doch betont werden, daB im speziellen Fall die eine oder die 
andere Alkalispaltung sich als recht giinstig erwies. Vorerst 
haben wir Mikroversuche nur mit Phenylgrignard und 
Siurespaltung angestellt. 

Ks wurden zuniichst einige durchgehende Versuche an- 
gestellt. Das Peptid wurde verestert, der rohe Ester mit Phenyl- 
magnesiumbromid umgesetzt. Nach Zersetzung wurde das 
Reaktionsprodukt isoliert (bei Benzoylderivaten mit Hilfe der 
Wasserdampfdestillation) und roh mit 15°/,iger Salzsiure oder 
20°/, iger Schwefelsiure zersetzt. So ergaben sich folgende 
Ausbeuten. 


Glyeylalanin: Diphenylaceton 52°, 
Glycylphenyl-aminoessigsiure : Triphevylithanon 59°/, 
Benzoylglycylalanin: Diphenylaceton 41°/, 
Benzoylglycylphenyl-aminoessigsaure: Triphenylithanon 50°/, 


Diese recht guten Resultate ermutigten uns zu Mikro- 
versuchen. Wir orientierten uns zunichst, wie sich die Um- 
setzung von Aminosiureester-chlorhydraten mit Phenylmag- 
nesiumbromid und anschlieBender Siurespaltung durchfiihren 
lassen. Vergleichenderweise machten wir auch Umsetzungen 
mit Benzylmagnesiumbromid. 
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Mikroversuche mit Aminosiuren. 











pe Substanz Grignard- °/, Ausbeute an 
oot mg reagens Aminol —_ Keton 
Phenylaminoessigsiure 98,1 Phenyl = 61 
” 10,4 ” — 53 
- 38,9 Benzyl 44 — 
Glykokoll 101,6 Phenyl ~ Hydr. 49 
”? 61,8 ” “ve ”? 43 
” 49,7 ” pa | ’ 36 
‘ 92,4 Benzyl 49 a 
fs 40,1 ‘ 32 | ‘on 
Alanin 107,4 Phenyl — | 56 
: 41,4 A ~ 44 
” 102,3 Benzyl 15 — 
” 37,2 ” 66 | a 
Phenylalanin 95,7 Phenyl] — 58 
” 38,2 9 oa 46 
¥ 31,6 Benzyl 40 
Leucin 92,8 Phenyl 43! 
/ 40,6 Benzyl 44 











Ks mag hier betont werden, daB sich diese Ausbeuten nur 
bei Verwendung reinster Grignardchemikalien erzielen lassen, 
schon geringe Verunreinigungen stéren in betrachtlichem MaBe.}) 

Ganz analog verhalten sich die Peptide. Wihrend end- 
standiges Alanin und Phenylaminoessigsiiure sich vorziiglich 
bestimmen lassen, bendtigt das endstindige Glykokoll gréBere 
Mengen. 

Das dem Leucin entsprechende Diphenylaminol unterliegt 
wie gezeigt wurde, der Siurespaltung nicht. Es nihert sich 
in seinen Eigenschaften den Dibenzylaminolen. Dies zeigt sich 
auch bei den entsprechenden Peptidalkoholen, die sich bei der 
Saurespaltung ihnlich verhalten, wie die Dibenzylpeptidalkohole. 
Die Untersuchungen sind noch im Gang. 

Folgende Mikroversuche wurden angestellt. Uber die Ar- 
beitsweise siehe experimentellen Teil. 





1) Eine Zusammenstellung der Erfahrungen, die wir im Verlaufe 
von tiber 300 Grignardierungen machten, soll eine der nichsten Mit- 
teilungen bilden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXI. 13 
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Peptid Substanzmenge Ausbeute in), 

mg der Theorie 
Glyeylglycin 261,2 44 
4 146,4 38 
" 110,8 35 
‘ 78,7 35 
Hippurylglycin 160,9 35 
. 131,9 34 
89,6 26 
Glycylalanin 255,0 50 
: 139,9 47 
é 78,3 44 
Hippurylalanin 157,6 39 
. 86,1 38 
Glycylphenylaminoessigsiiure ~ 220,8 56 
” 90,4 51 
s 35,2! 29 
Hippurylphenylaminoessigsiure 249,0 47 
5 147,5 42 
75,2 44 








Die neue Methode zur Bestimmung endstiindiger Amino- 
siuren in Peptiden beschrinkt sich vorliufig noch auf Amino- 
siuren, deren entsprechende Aminole sich leicht aus dem 
Verband des Peptidaminols herauslésen. AuSerdem ist ihre 
Anwendbarkeit bestimmt von der Grignardfaihigkeit des Pep- 
tidesterchlorhydrates. Lingere Ketten reagieren in Ather iiber- 
haupt nicht mit dem Grignardreagens. Aber durch geeignete 
MaBnahmen lift sich auch hier eine Reaktion erzwingen; das 
ist ndtig, wenn auf diese Weise das endstiindige Carboxyl in 
Peptonen und nativen EiweiBkérpern festgelegt werden soll. 


Versuchsteil, 


Bestimmungen in einem Arbeitsgang. 


Die freie Carboxylgruppe in Glycylalanin. 

1,6 g Glycylalanin wurden mit 20 ccm absolutem Alko- 
hol tbergossen. Unter Kiihlung wurde zwecks Veresterung 
trockenes Salzsiiuregas bis fast zur Siattigung eingeleitet. Im 
Vakuum bei etwa 30° AuBentemperatur wurde zur Trockene 
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verdampft und die Veresterung sodann wiederholt. Es hinter- 
blieb schlieBlich ein Sirup, der erst im Verlauf der niichsten 
24 Stunden krystallin erstarrte. Er wurde zerkleinert und am 
Hochvakuum von letzten Spuren Alkohol und Salzsiure befreit. 
Dieses Produkt wurde zur Umsetzung beniitzt. Aus 6 g Mag- 
nesium und 50 g Brombenzol wurde in 150 cm Ather das Grig- * 
nardreagens bereitet. Das rohe Esterchlorhydrat wurde por- 
tionsweise eingetragen. Nach einstiindiger Reaktion wurde 
durch eisgekiihlte verdiinnte Salzsiure zersetzt. Atherschicht 
und Salzséureschicht wurden getrennt und letztere sorgfaltig 
noch mehrmals ausgeiithert. 

Die Salzsiurelésung enthielt das Reaktionsprodukt. Sie 
wurde mit Ammoniak versetzt und der rohe Peptidalkohol in Ather 
aufgenommen, aus diesem in frische 20°/,ige Schwefelsiure. 

Das durch diese Umscheidung aus der Grignardierung abge- 
trennte und so auch schon etwas gereinigte Produkt wurde 
nun direkt in dieser Schwefelsiurelésung der Spaltung unter- 
worfen. Nach dreistiindigem Kochen am Riickflu8 wurde aus- 
geithert; der Ather mit Wasser, Sodalésung, Wasser gewaschen, 
mit Natriumsulfat getrocknet und verdampft. Es hinterblieb 
ein schwach gelbes Ol, das im Eisgemisch erstarrte. 
Schmelzp, 44/45°. Durch Mischschmelzpunkt wurde die Sub- 
stanz als die 46° Form des Diphenylaceton identifiziert. 
Ausbeute 1,20 g= 52°/, der Theorie. 


Die freie Carboxylgruppe in Glycylphenylamino- 
essigsiure. 

2,0 g Substanz wurden mit 30 ccm absolutem Alkohol 
iibergossen. Unter Kihlung wurde zur Veresterung trockenes 
Salzsiuregas bis fast zur Sittigung eingeleitet. Im Vakuum 
bei etwa 30° AuBentemperatur wurde zur Trockene verdampft 
und die Veresterung sodann wiederholt. Es hinterblieb schlieb- 
lich ein Sirup, der im Verlauf der nichsten Stunden krystallin 
erstarrte. Er wurde zerkleinert und am Hochvakuum von 
letzten Spuren Alkohol und Salzsiiure befreit. Dieses Produkt 
wurde zur Umsetzung beniitzt. Aus 6 g Magnesium und 50 g 


Brombenzol wurde in 150 ccm Ather das Grignardreagens 
18* 
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bereitet. Nach einstiindiger Reaktion wurde durch eisgekihlte, 
verdiinnte Salzsaure zersetzt. Atherschicht und Salzsiureschicht 
wurden getrennt und letztere sorgfaltig noch mehrmals aus- 
geiithert. 

Die Salzsiurelésung enthielt das Reaktionsprodukt. Sie 
wurde mit Ammoniak versetzt und der rohe Peptidalkohol in 
Ather aufgenommen, aus diesem in frische 20°/, ige Schwefelsiure. 

Das durch diese Umscheidung aus der Grignardierung 
abgetrenute und so auch schon etwas gereinigte Produkt wurde 
nun direkt in dieser Schwefelsiurelésung der Spaltung unter- 
worfen. Nach dreistiindigem Kochen am RiickfluB wurde aus- 
geiithert, der Ather mit Wasser, Sodalisung, Wasser gewaschen, 
mit Natriumsulfat getrocknet und verdampft. Es hinterblieb 
eine feste,schwach gelbeSubstanz vom Schmelzp.130—32°. Durch 
einmaliges Umkrystallisieren aus Alkohol konnte der Schmelz- 
punkt auf 185—36° gebracht werden. Durch Mischschmelzpunkt 
wurde die Substanz als Triphenylithanon identifiziert. Ausbeute 
59°/, der Theorie. 


Die freie Carboxylgruppe in Benzoylglycylalanin. 


2,0 g Subsanz wurden mit 30 ccm absolutem Alkohol iiber- 
gossen und wiederum unter Kihlung trockenes Salzsiiuregas 
bis fast zur Sattigung eingeleitet. Im Vakuum bei etwa 30° 
AuBentemperatur wurde zur Trockene verdampft und die Ver- 
esterung sodann wiederholt. Es hinterblieb schlieBlich ein Sirup, 
der bald krystallin erstarrte. Er wurde zerkleinert und am 
Hochvakuum vom letzten Spuren Alkohol und Salzsiure be- 
freit. Dieses Produkt wurde zur Umsetzung beniitzt. Aus 6,5 g 
Magnesium und 60 g Brombenzol wurde in 150 ccm Ather das 
Grignardreagens bereitet. Nach einstiindiger Reaktion wurde 
durch eisgekiihlte, verdiinnte Salzsiiure zersetzt. Atherschicht 
und Siureschicht wurden getrennt und letztere sorgfiltig noch- 
mals ausgeiithert. 

Die itherische Lisung enthielt das Reaktionsprodukt. Sie 
wurde der Wasserdampfdestillation unterworfen. Vom Kolben- 
riickstand wurde die iiberstehende waBrige Liésung abgegossen 
und zu ersterem 150 ccm 15°/,ige Schwefelsiure und 20 ccm 
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Alkohol gegeben. Durch 5stiindiges Kochen am RiickfluB wurde 
gespalten. Die Zersetzungsfliissigkeit wurde ausgeithert, der 
Ather mit Soda gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und 
abgedampft. Es hinterblieb ein klares Ol, das im Kisschrank 
krystallin erstarrte und bei 44—45° schmolz. Es wurde als 
as. Diphenylaceton identifiziert. Ausbeute 41°/, der Theorie. 


Die freie Carboxylgruppe in Benzoylglycylphenyl- 
aminoessigsiure. 

Aus 1,1 g Substanz wie eben. Zur Grignardierung wurden 
6 g Magnesium, 50 g Brombenzol und 150 ccm Ather benutzt. 
Nach einstiindiger Reaktion wurde durch eisgekiihlte, verdiinnte 
Salzsiiure zersetzt. Atherschicht und Salzsiureschicht wurden 
getrennt und letztere sorgfaltig noch mehrmals ausgeithert. 

Die atherische Schicht enthielt das Reaktionsprodukt. Sie 
wurde mit Wasserdampf destilliert. Der Kolbenriickstand wurde 
ohne weitere Reinigung durch 4 stiindiges Kochen mit 15°/,iger 
Salzsiure zersetzt. Das Reaktionsgemisch wurde ausgeithert, 
der Ather mit Sodalésung gewaschen, mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und abgedampft. Der Riickstand krystallisierte sofort. 
Schmelzp. 133—34° (statt 136—37°). Ausbeute 50°/, der Theorie. 


Mikroversuche mit Aminosauren. 
Man verfaihrt wie folgt: 


In eimem 5-ccem-Claisenkolben wird die Aminosiure mit 
4 ccm Alkohol zwei Stunden bei Zimmertemperatur verestert. 
Dann wird im Vakuum bei 80—35° AuSentemperatur zur 





Aetherdampfiiveau 








Trockene verdampft. Veresterung und Abdampfen wird ein- bis 
zweimal wiederholt. Nach Zerschlagen des Kolbens wird im 
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Vakuumexsiccator bei Hochvakuum von letzten Resten Alkohol 
und Salzsiiure befreit und mit einem Mikrospatel schlieBlich 
das Esterchlorhydrat von den Kolbenscherben gelést. 

Zur Umsetzung mit Grignardreagens wird zweckmifig ein 
Langhalskolben benutzt mit tief angesetztem, unter 45° auf- 
steigendem seitlichen Rohr, welches mit einem Kiihlschweinchen 
versehen ist. Der Kolben soll etwa 40 ccm fassen. Das Grig- 
nardreagens wird aus 1 g Magnesium und 9 g Brombenzol bzw. 
10 g Benzylbromid in 30 com Ather bereitet. Kurz vor dem 
Kintragen des Esterchlorhydrates wird der Hals des Kolbens 
schwach erwirmt. Dadurch bleibt er lingere Zeit vollkommen 
trocken, da die Kondensation der Atherdiimpfe dann voll- 
stiindig durch den seitlichen Ansatz geschieht. So laBt sich 
die Substanz leicht eintragen, ohne an der Wandung haften 
zu bleiben. Unter Aufschiumen tritt Reaktion ein. Man er- 
hilt noch eine halbe Stunde am Sieden und zersetzt dann 
durch EKingieBen in etwa 40 ccm eisgekiihite 10°/,ige Salzsiure. 
Die iitherische Schicht wird abgetrennt, die salzsaure Liésung 
noch zweimal ausgeiithert. Dann wird ammoniakalisch ge- 
macht und das so in Freiheit gesetzte Aminol in Ather auf- 
genommen, aus diesen wieder in etwa 380 ccm reine 15°/, ige 
Salzsiiure oder 20°/,ige Schwefelsiure. Durch diese Umschei- 
dung gelingt es, sogleich fast reine Endprodukte zu erhalten. 

Diese salz- oder schwefelsaure Lisung wird beim Arbeiten 
mit Phenylgrignard zwecks Darstellung des Ketons 2—3 Stunden 
am RiickfluB gekocht, dann sorgfiltig ausgeithert, der Ather 
mit Kaliumearbonat getrocknet und in einem kleinen Kolben 
verdampft. Der Riickstand krystallisiert sofort oder nach kurzem 
Verweilen im Eisschrank. Er wird durch Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt identifiziert. 

Eine Abweichung verlangt das Glykokoll. Hier wird die 
saure Lésung vor der Carbonylspaltung mit dem gleichen Vo- 
lumen Wasser verdiinnt und wihrend des Siedens Wasserdampf 
durchgeblasen. Da die Zersetzung des 2-Amino-1,1-diphenyl- 
ithanols (1) viel rascher von statten geht als die anderer Amino- 
alkohole, geniigen meist 10—15 Minuten vollstindig, wobei 
héchtens 150 ccm Destillat entstehen sollen. Man ithert 
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dieses aus, verdampft den Ather und fiihrt das zuriickbleibende 
Ol auf die tibliche Weise in das Hydrazon iiber. 

Beim Arbeiten mit Benzylgrignard ist die Spaltung iiber- 

fliissig, da das Aminol siiurebestiindig ist. Im Hinblick auf 
die spiteren Peptidversuche habe ich jedoch der Grignardierung 
eine Hydrolyse mit waBriger Siure folgen lassen und erst dann 
das Aminol dargestellt. 
; Die Endprodukte wurden roh gewogen und die Ausbeute 
auf diese Produkte bezogen. Bei Anwendung reinster 
Chemikalien zeigte sich selten eine Depression von mehr 
als 5°. Dieser Reinheitsgrad geniigt zur Identifizierung durch 
Mischschmelzpunkt. 

Ks seien hier nur einige Versuche beschrieben: 


Phenylaminoessigsiaure. 

Phenylgrignard. 98,1 mg Aminosiure verestert. Um- 
setzung mit Grignardreagens aus 1 g Magnesium und 9g Bromben- 
zol in 80 cem Ather. Zersetzung, Umscheidung, Spaltung durch 
dreistiindiges Erhitzen am Riickflu8. Ausbeute 107,6 mg 
Triphenylithanon vom Schmelzp. 183—134°, statt 136—137°, 
61°/, der. Theorie. 

30,4 mg Aminosiiure ergaben bei gleicher Arbeitsweise 
28 mg Triphenylithanon vom Schmelzp. 134—135°, 53°/, der 
Theorie. 

Glykokoll. 

Phenylgrignard. 61,8mgSubstanz verestert. Umsetzung 
mit Grignardreagens, Zersetzung, Umscheidung; Spaltung: 15 Mi- 
nuten unter Wasserdampfdestillation. Destillat mehrmals aus- 
geiithert. Atherriickstand auf iibliche Weise ins Hydrazon iiber- 
gefiihrt. Ausbeute 68,7 mg, 43°/, der Theorie, Schmelzp. 161—163°. 

Ein weiterer Versuch mit Anwendung der Wasserdampf- 
destillation ergab aus 49,7 mg Glykokoll 46,3 mg Hydrazon, 
36°/, der Theorie. 

Benzylgrignard. 92,4 mg Substanz verestert, Grignard- 
reagens aus 1 g Magnesium und 10g Benzylbromid. Zersetzung, 
Umscheidung. Ausbeute an 2-Amino-1,1-dibenzylathanol (1): 
118,8 mg, 40°/, der Theorie. Schmelzp. 112 statt 115—116°. 


i 
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Alanin. 


Athylgrignard. 40,3 mg Alanin verestert. Umsetzung 
mit Grignardreagens aus 1g Magnesium und 5 g Athylbromid, 
Zersetzung, salzsaure Lésung sorgfaltig ausgeithert. Dann natron- 
alkalisch gemacht, vom ausgefallenen Magnesiumhydroxyd ab- 
gesaugt und Filtrat nach Schotten-Baumann benzoyliert. Der 
rohe Benzoylaminoalkohol wurde einmal aus Alkohol umkrystalli- 
siert. Ausbeute36,1 mg, Schmelzp. 102—103°, statt 104—105°% 


Phenylalanin. 


Benzylgrignard. 31,6 mg Phenylalanin verestert und 
grignardiert. Zersetzung, Umscheidung, zweistiindiger Spalt- 
versuch. Kein Atherriickstand. Ausbeute: 25,5 Aminol, 40°/, 
der Theorie. Schmelzp. 126—127° statt 129—180°. 


Leucin. 


Phenylgrignard. 32,8 mg Leucin verestert. Umsetzung 
mit der iiblichen Reagensmenge, Zersetzung, Umscheidung, drei- 
stiindiger Spaltversuch. Kein Atherriickstand; in der salzsauren 
Lésung das unverinderte Aminol. Ausbeute 28,9 mg, 43°/, der 
Theorie. 

Benzylgrignard. 40,6 mg Leucin ergaben 40,6 mg Ami- 
nol, 44°/, der Theorie. 


Versuche mit Peptiden. 

Arbeitsweise bei Peptiden mit freier Aminogruppe wie bei 
Aminosauren. Bei benzoylierten Peptiden wurde nach Zersetzung 
mit Essigsiiure itherische und waBrige Schicht gemeinsam kurz 
mit Wasserdampf destilliert, zur Entfernung des Diphenyls. Dann 
wurde mit konzentrierter Salzsiure oder 25°/, iger Schwefel- 
siure stark angesiuert und drei Stunden am RiickfluB gekocht. 
Die entstandene Benzoesiiure und die Carbonylverbindung wurden 
in Ather aufgenommen, diesem die Benzoesiiure durch Pottasche 
entzogen und das Keton durch Verdampfen des Athers gewonnen. 
Bei Anwendung reinster Chemikalien (Magnesium, Brombenzol, 
Ather) ergaben sich recht befriedigende Ausbeuten. 

Es seien wiederum nur einige Beispiele angegeben. 
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Bestimmung der freien Carboxylgruppe in 78,7 mg 
Glycylglycin. 

78,7 mg Glycylglycin wurden verestert, das rohe Ester- 
chlorhydrat mit Grignardreagens aus 1 g Magnesium und 9 g 
Brombenzol in 30 ccm Ather umgesetzt. Zersetzung, Umschei- 
dung. Die den Peptidalkohol enthaltende Salziurelésung wurde 
zwecks Spaltung eine halbe Stunde unter Durchleiten von 
Wasserdampf erhitzt. Das Destillat wurde im Soxhlet aus- 
geiithert, der Atherriickstand dann mit Hydrazinsulfatlésung 
geschiittelt. Das entstandene Hydrazon wurde einmal aus sehr 
wenig Alkohol—Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 160—161° 
statt 164°. Ausbeute an diesem Produkt 35°/, der Theorie. 


Bestimmung der freien Carboxylgruppe in 131,9 mg 
Hippurylglycin. 

131,9 mg Hippurylglycin wurden verestert, grignardiert. 
Zersetzt wurde mit verdiinnter Kssigsiiure. Dann wurde zwecks 
Entfernung von Brombenzol, Benzol und Diphenyl das gesamte 
Zersetzungsgemisch 25 Minuten mit Wasserdampf destilliert, 
unter mehrmaligem Zusatz von Alkohol. Zwecks Spaltung 
des Peptidalkohols wurde nun unter Fortfiihrung der Wasser- 
dampfdestillation das doppelte Volumen 30°/,ige Schwefelsdure 
zugesetzt und 30 Minuten langsam weiterdestilliert. Das Destillat 
wurde im Soxhlet ausgeiithert, der Ather mit Sodalésung ge- 
waschen (zur Entfernung der Benzoesiiure) und verdampft. Der 
Atherriickstand wurde mit Hydrazinsulfatlésung geschiittelt. 
Das rohe Hydrazon wurde einmal aus sehr wenig Alkohol— Wasser 
umkrystallisiert. Ausbeute 34°/, der Theorie an bei 159—161° 
statt 164° schmelzendem Hydrazon. 


Bestimmung der freien Carboxylgruppe in 78,3 mg 
Glycylalanin. 


78,3 mg Glycylalanin wurden verestert, grignardiert. Zer- 
setzung mit verdiinnter Salzsiure. Umscheidung in verdinnte 
Schwefelsiiure. Spaltung durch 3 stiindiges Erhitzen am Riickfluf. 
Dann wurde ausgeiithert. Ausbeute am as. Diphenylaceton 
44°/, der Theorie. Schmelzp. 43—44°. 
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Bestimmung der freien Carboxylgruppe in 90,4 mg Glycyl- 
phenyl-aminoessigsaure. 


90,4 mg Glycylphenyl-aminoessigsiure wurden verestert, 
grignardiert. Zersetzung mit verdiinnter Salzsiiure. Aus- 
scheidung in verdiinnte Salzsiiure. Spaltung durch 4stiindiges 
Erhitzen am RiickfluB. Ausbeute an Triphenyliithanon 52°/, 
der Theorie. Schmelzp. 184—135° 


Bestimmung der freien Carboxylgruppe in 75,2mg Hippuryl- 
phenyl-aminoessigsaure. 

75,2 mg Hippurylphenyl-aminoessigsiure wurden verestert, 
grignardiert. Zersetzung mit verdiinnter Essigsiure. Das Zer- 
setzungsgemisch wurde mit Wasserdampf destilliert, dann mit 
konzentrierter Salzsiiure angesiuert, mit wenig Alkohol versetzt 
und durch 4stiindiges Erhitzen am RiickfluB gespalten. Dann 
wurde ausgeiithert, der Ather mit Wasser, Sodalésung, Wasser 
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und abgedampit. 
Ausbeute an Triphenylithanon 44°/, der Theorie. Schmelz- 
punkt 184—135°. 

















Zur Kenntnis des Trypsins. 


XY. Abhandlung iiber Pankreasenzyme. 
Von 
Richard Willstiitter, Ernst Waldschmidt-Leitz. 
Salustiano Duniaiturria und Gerhard Kiinstner. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, September 1926.) 


Einleitung. 

Als in der zweiten Arbeit!) dieser Reihe die Trennung 
der drei wichtigsten pankreatischen Enzyme mittels der Ad- 
sorptionsmethode ausgefiihrt wurde, beanspruchte der Nachweis 
des Trypsins nur die Bedeutung einer vorliiufigen vergleichenden 
Schitzung. Wie bald aus der Untersuchung von KE. Wald- 
schmidt-Leitz?) iiber Enterokinase hervorging, kann sich bei 
der Trennung des Trypsins von den begleitenden Enzymen 
sein Kinasegehalt andern. Die Enterokinase unterscheidet 
sich namlich vom Trypsin durch ausgeprigtere Adsorptions- 
affinitit. Sie liBt sich durch Adserption mit Tonerde bei 
saurer Reaktion dem Komplexe von Trypsin + Kinase ent- 
ziehen, so daB in der Restlésung das kinasefreie Trypsin zu- 
riickbleibt. Wenn also das Trypsin im Adsorptionsgange jener 
Arbeit aus vollaktiviertem in unvollstindig aktivierten Zustand 
gelangen kann, so ist es nétig, das Enzym fiir jede Bestim- 
mung mit Enterokinase aufzuladen. 


—— 


1) R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 132 (1922/23). 
*) Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1923/24). 
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Das war hauptsichlich der Sinn des Verfahrens zur 
Trypsinmessung, das die XII. Abhandlung von R, Willstatter 
und H. Persiel') angegeben hat. Aber auch dieses analyti- 
sche Verfahren war noch verbesserungsbediirftig. Die bei der 
analytischen Methode angewandte Aktivierung mit Enterokinase 
schien den Einflu® der in den Priaparaten vorhandenen Hem- 
mungskérper nicht geniigend auszuschalten, die Aktivierung 
nicht eine ginzlich ausgleichende zu sein. Bei einigen Ver- 
suchen der fraktionierten Adsorption von Trypsin durch Ton- 
erde iibertraf naimlich, anscheinend infolge der Abtrennung 
hemmend wirkender Begleitstoffe, die Summe der Enzyman- 
teile in den Restlésungen und in den Elutionen die an- 
gewandten Knzymmengen. 

Im folgenden berichten wir (Abschnitt I) tiber Verbesse- 
rungen der Trypsinbestimmung mit Gelatine, wodurch das 
Verfahren an Brauchbarkeit und Genauigkeit gewonnen hat. 
Es bewihrte sich in priparativen Versuchen (Abschnitt IJ) 
der Isolierung von Trypsin wie auch in zahlreichen Beob- 
achtungen, die gleichzeitig in den Untersuchungen von 
K. Waldschmidt-Leitz mit A. Harteneck?) und mit 
A. Schaffner und W. Grassmann?®) gesammelt wurden. 

Die in der XII. Abhandlung angewandten Bedingungen 
der enzymatischen Wirkung sind die giinstigsten; aber eine 
besondere Schwierigkeit, die behoben werden muBte, lag bei 
alkalimetrischer Messung in der Ausfallung der unverinderten. 
Gelatine im Vergleichsversuche. Die Aciditit des klumpigen 
Niederschlags ist nicht richtig oder wenigstens nicht genau genug 
zu bestimmen. Diese friihere Fehlerquelle ist nun vermieden 
worden. Danach sind nun scheinbare Zunahmen der Trypsin- 
mengen in praparativen Vornahmen, z. B. bei fraktionierten 
Adsorptionen, von uns nicht mehr beobachtet worden. Wenn 
die Bestimmung des Trypsins auch noch nicht den genauen 
Vergleich der Enzymmengen in ganz beliebigen Aggregaten 
mit Hemmungskérpern gewihrleistet, so reicht die Aufladung 


1) Diese Zs. Bd. 142, 8S. 245 (1924/25). 
?) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1925). 
3) Diese Zs. Bd. 156, S. 68 (1926). 
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mit Enterokinase doch aus fiir die Analyse des Enzyms in 
der frisch getrockneten Pankreasdriise, in ihren Glycerinaus- 
ziigen, die nur wenig Hemmungskérper enthalten und deren 
Verwendung fir priparative Zwecke allein zu empfehlen ist, 
und weiter fiir den Vergleich der reinen Priiparate mit den 
Rohprodukten. 

Die neuen Beispiele fiir die praparative Isolierung des 
‘Trypsins, die wir mitteilen, bezwecken nicht so sehr die Steige- 
rung des enzymatischen Reinheitsgrads, als vielmehr die voll- 
stiindige Abtrennung der begleitenden Enzyme. Unsere Er- 
gebnisse bestitigen im wesentlichen die Erfahrungen unserer 
friiheren Arbeit tiber das Adsorptionsverhalten der Pankreas- 
enzyme, die durch quantitative Kontrollen der 'Trypsinmengen 
zu erginzen waren. Aber das Adsorptionsverhalten eines 
Enzyms JaBt sich auf Grund der in den letzten Jahren ge- 
wonnenen besseren Kenntnis von den verschiedenen Alumi- 
niumhydroxyden viel feiner bestimmen. ‘Trypsin galt uns bis- 
her einfach als nicht adsorbierbar aus saurer Lésung durch 
Tonerde. Nun kénnen wir zeigen, daB dies das Verhalten des 
Knzyms gegeniiber der stabilen y7-Modifikation von Al(OH), ist, 
daB hingegen die unbestandige @-Form des Aluminiumhydr- 
oxyds Trypsin gut zu adsorbieren vermag. Immerhin ist auch 
diese Beschreibung des Adsorptionsverhaltens noch nicht er- 
schépfend, das fiir die Isolierung des Trypsins gewihlte Ver- 
fahren vielleicht noch nicht das giinstigste. Namentlich sollen 
noch kinasefreies und mit Enterokinase aktiviertes Trypsin in 
weiteren Versuchen auf ihre Unterschiede im Adsorptions- 
verhalten genauer gepriift werden. 

Einen Fortschritt fiir die Analyse des 'Trypsins bahnt die 
Erkenntnis an, da weder kinasefreies Trypsin noch Erepsin, 
sondern nur Trypsin + Enterokinase Casein zu spalten vermag. 
Casein und auch Protamine sind fiir den Nachweis und die 
Bestimmung des Trypsins als gleichfalls spezifische, aber emp- 
findlichere Substrate geeignet. Im IJ]. Abschnitt beschreiben 
wir ein Verfahren der Trypsinmessung mit Casein, das wegen 
der gréBeren Ausschlige der Bestimmung mit Gelatine iiber- 
legen ist. Die Bestimmung der Enzymmengen gewinnt dadurch 
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an Sicherheit, da& man nun mit den verschiedenen Substraten 
vergleichende Messungen auszufiihren vermag. 


Experimenteller Teil. 


I. Zur Bestimmung mit Gelatine. 


Der Trypsinbestimmung gemif Abhandlung XII liegt die 
kurzdauernde Einwirkung sehr kleiner Knzymmengen auf 
grobe Substratmengen zugrunde. Wegen des raschen zeitlichen 
Abklingens der EiweiSspaltung wird durch Erhéhung der 
Substratkonzentration die hemmende Wirkung der enzymati- 
schen Reaktionsprodukte hintangehalten und fiir einen gleich- 
miBigeren Anfall an Spaltprodukten gesorgt; dadurch gewinnt 
die Messung erheblich an Empfindlichkeit. Es hat sich aber 
gezeigt, daB bei der beschriebenen Bestimmung des Aciditiits- 
zuwachses von Gelatine in konz. Lésung in 90°/,igem Alkohol 
die Aciditait des Substrates selbst, das bei den angewandten 
Konzentrationen ausgefillt wird, nicht sicher zu erfassen ist. 
Der Anteil der Gelatine, der namentlich in den enzymfreien 
Vergleichsbestimmungen der Messung entgeht, steigt mit wach- 
sender Substratkonzentration. Infolgedessen weist mit fort- 
schreitender Verdauung, also bei verminderter Fallbarkeit des 
Substrates, z. B. bei wachsenden Enzymmengen, die alkali- 
metrisch meBbare Differenz zwischen hydrolysierter und un- 
verinderter Gelatine zu starke Steigerungen auf. Wird unter 
geiinderten Bedingungen Ausfaillung des Substrates vermieden, 
so daB sich seine gesamte Aciditiit erfassen liBt, dann be- 
stiitigen sich die fiir kurze Versuchsdauer aufgestellten Pro- 
portionalititsbeziehungen zwischen Enzymmenge und Umsatz 
nicht mehr. Sie resultierten nur aus dem Zusammenwirken 
zweier entgegengesetzter Kinfliisse, nimlich einer Abnahme der 
Umsatzsteigerung mit wachsender Enzymmenge einerseits, einer 
Zunahme titrierbarer Carboxyle in dem nicht mehr ausgefallten 
Substrate anderseits. 

Die stérende Ausfaillung der Gelatine bei der Bestimmung 
in alkoholischer Lisung kann aber vermieden werden. Ss ist 
zu diesem Ende nur nétig, ihre Lésungen vor dem Zusatze 
des Alkohols mehr zu verdiinnen — es geniigt bis auf einen 
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Gehalt von etwa 3°/, — und die Titration anteilweise bei ver- 
schiedenen Alkoholkonzentrationen vorzunehmen, beispielsweise 
in 50- und dann in 90°/,igem Alkohol.') Wie die in der 
Tab. 1 angefiihrten Versuche zeigen, gelingt es auf diese Weise, 
die Kigenaciditaét des Substrates in den Kontrollanalysen hin- 
reichend zu erfassen, waihrend die vergleichsweise wieder- 
gegebenen Werte mit der unverdiinnten Substratlésung fiir 
steigende Gelatinekonzentrationen einen zunehmenden Acidi- 
titsausfall erkennen lassen; es ist nicht zweifelhaft, daB& das 
gelindere und leichter reproduzierbare Verfahren der anteil- 
weisen Titration in verdiinnter Lésung als iiberlegen anzusehen 
ist. Zufolge besonderen Versuchen, die nicht angefiihrt zu 
werden brauchen, erfolgt bei der stufenweisen Titration in den 
alkalihaltigen, waBrig-alkoholischen Lésungen auch in lingeren 
Zeiten keine Hydrolyse der Gelatine. 


Tabelle 1. 
Bestimmung der Gelatineaciditit bei verschiedenen 
Konzentrationen. 


(5,0 cem Gelatinelésung; 2,00 cem n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von 
Po = 8,9 (30°); 5,0 cem H,O; Angaben bedeuten cem 0,2 n-KOH). 

















Gelat.- Aciditiit in 90°/,igem Alkohol Differenz fiir Gelatine 
Konz. a) unverdiinnt b) auf3,0°/,verd., | on 

"ie titr. _anteilweise titr. a) b) 

0 6,06 | 6,06 ” ie 

5 6,39 | 6,55 0,33 0,49 

10 6,60 | 7,05 0,54 0,99 

15 6,75 | 7,34 0,69 1,28 

20 is | 7,92 = 1,86 











Unter den abgeinderten Bedingungen der Messung, die 
im folgenden ausfiihrlich beschrieben werden, bestitigt sich 
die von Willstitter und Persiel beobachtete weitgehende 
Abhingigkeit der enzymatischen Leistung von der Substrat- 
konzentration: 





) Vgl. R. Willstitter, W. Grassmann und O. Ambros, 
Diese Zs. Bd. 151, S. 236, und zwar S. 290 (1925/26). 
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Tryptische Leistung und Substratkonzentration. 10,0 mg 
Pankreasprobe XII bewirkten in 20 Minuten Einwirkung aut 
5,0 ccm a) 6-, b) 10- und c) 15°/jiger Gelatine bei 37° mit 
Zusatz von 2,0 ccm n-Ammoniak—Ammonchloridpuffer von 
Py = 8,9 (bei 30°), unter den unten angefiihrten Bedingungen 
gemessen, Acidititszunahme entspr. a) 0,31, b) 0,46 und 
c) 0,99 ccm 0,2 n-KOH. 

Allein der Vergleich der durch wechselnde Enzymmengen 
(Pankreasprobe XVIII wie in den Versuchen von Willstitter 
und Persiel) in kurzer Versuchsdauer bewirkten Umsitze, der 
der Bestimmungsmethode zugrunde legt und den Tabelle 2 
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Fig. 1. Enzymmenge und Umsatz. 


und Fig. 1 veranschaulichen, libt keine einfachen Beziehungen 
erkennen. Die Hydrolyse der Gelatine, die nach Abhand- 


Tabelle 2. 


Trypsinmenge und Umsatz. 
(Pankreaspr. XVIII, durch 2/,stiindige Einwirkung von 0,30 cem Entero- 
kinaselésung aktiviert; 5,0 eem 15°/,ige Gelatine; 2,00 cem n-Ammoniak- 
Ammonchloridpuffer von pq = 8,9 (bei 30°); 4,7 cem H,O; 20 Min., 37°). 








Acidititszunahme (ccm 0,2 n-KOH) 


Driise | sie ial i auf 3°/,ige Gelatine verd., 
mg unverdiinnt, direkt titr. sedaleten tte. 


(altes Verfahren) (verbessertes Verfahren) 





—o ao —FCECFEECECECOCOO 


2,5 0,53 0,48 


5,0 1,14 0,57 
10,0 2,20 0,93 
15,0 2,66 1,10 








20,0 2,92 1,34 
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lung XII mit steigender Enzymmenge bis zu _ betrichtlichen 
Spaltwerten ungehemmt fortschreiten sollte, findet man bei der 
exakteren Messung schon viel friiher verlangsamt. 

Die friiher gegebene Definition fiir die Kinheit der trypti- 
schen Leistung soll demgemiB abgeiindert werden. 


Verbesserte Bestimmungsmethode. Entsprechend den 
in der Fig. 1 wiedergegebenen Beziehungen zwischen Trypsin- 
menge und Umsatz, die sich nunmehr sicher ermitteln lassen, 
ist die Kinheit der tryptischen Leistung, ,,T.-(e.)\“, neu gewahlt 
worden, nimlich entsprechend dem Aciditiitszuwachs von 0,90 ccm 
0,2 n-Lauge, gemessen unter den von Willstitter und Per- 
siel') angegebenen Bedingungen der Trypsinaktivierung und 
der Reaktion. Das ist diejenige Leistung, die nach dem ver- 
besserten Verfahren fiir die friiher vorgeschlagene Trypsin- 
einheit gefunden wird. 


Ausfiithrung. Die Enzymprobe von héchstens 10 mg 
Trockenpankreas oder der fiquivalenten Menge einer Lésung 
wird in einem Flischchen von 25—40 ccm Inhalt mit ein- 
geschliffenem Stopfen mittels 0,30 ccm Enterokinaselésung?), 
auf 5,0 cem mit Wasser aufgefiillt, wihrend 30 Minuten bei 
37° aktiviert; zu der aktivierten Mischung gibt man sodann 
2,00 com n-NH,.NH,Cl-Mischung 1:2 und rasch 5,0 ccm der 
im T‘hermostaten bei 37° aufbewahrten, thymolhaltigen 15°/, igen 
Gelatinelésung hinzu und beliBt den Verdauungsansatz wih- 
rend 20 Minuten bei 37% Nach Ablauf der Reaktionszeit 
wird der Inhalt des Flischchens in einen Erlenmeyerkolben 
gegossen, der 5,0 ccm absoluten Alkohol und 1,0 ccm 1°/,ige 
Thymolphthaleinlésung enthilt, und mit 12 ccm Wasser, dann 
unter Umschiitteln des Kolbeninhalts mit 20 ccm absolutem 
Alkohol nachgespiilt. Das klare, 50°/, Alkohol enthaltende 
Reaktionsgemisch titriert man nunmehr mit 0,2 n-90°/,ig alko- 
holischer Lauge bis zu deutlich blauer Farbung; dann figt 
man rasch und unter Umschiitteln 195 ccm siedenden absoluten 
Alkohol zu einem Gehalt von etwa 90°/, hinzu und vollendet 


1) a. a. O., und zwar S. 250 (1924/25). 
*) Bereitet wie in XII. Abhandlung, vgl. S. 248. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXI. 14 
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die Titration durch tropfenweise Zugabe der Lauge bis zum 
Auftreten des ersten graublauen Farbtons; diese zweite 'Titra- 
tionsstufe erfordert in der Regel nur einige Zehntel Kubik- 
zentimeter. 

Die Vergleichsbestimmung zur Ermittlung der Aciditit 
von Substrat, Enzym und Puffer wird der beschriebenen Ana- 
lyse nachgebildet; nur fiihrt man nach Ablauf der Aktivierungs- 
zeit den Inhalt des Bestimmungskélbchens, den man mit 12 ccm 
H,O und 25 ccm absolutem Alkohol nachspiilt, in das Titra- 
tionsgefaB iiber, um dann erst die Gelatinelésung hinzuzu- 
figen; die ‘Titration des Gemisches nach dem Zusatz des Indi- 
cators wird darauf, wie oben angegeben, ausgefiilirt. 

Die Fehler der Titration iiberschreiten in der Regel nicht 
+ 0,05 ccm 0,2 n-Lauge; so ermittelte man bei der Bestimmung 
der tryptischen Wirkung von je 2,5 mg der Pankreasprobe XI] 
fiir den Alkaliverbrauch im Spaltungsversuch in sechs gleich- 
artigen Beispielen 7,80, 7,80, 7,80, 7,82, 7,82 und 7,76 ccm, 
im Vergleichsversuch, der 16mal ausgefiihrt wurde, in neun 
Fallen 7,40, in fiinf Fallen 7,45 und in je einem Falle 7,44 
bzw. 7,39 ccm 0,2 n-KOH. 

Zeitlicher Verlauf. Die tryptische Gelatinespaltung 
ergibt, wie zu erwarten, keine einfachen Beziehungen; die in 
der XII. Abhandlung beobachtete Proportionalitit zwischen 
Reaktionsdauer und Umsatz gilt, wie dort hervorgehoben, nur 
fiir den Bereich geringer enzymatischer Leistung. Demgemii 
fiihrt auch der Vergleich der Enzymmengen und der Zeiten 
eleichen Umsatzes zu keiner einfachen GesetzmaBigkeit; kleine 


Tabelle 32. 


Enzymmenge und Reaktionsverlauf. 














Pankreasprobe XII Zeit Spaltung 
mg Min. ecm 0,2 n-KOH 
2,5 80 1,35 
5,0 40 1,11 
10,0 20 0,93 
2,5 40 0,90 
5,0 | 20 0,57 
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Enzymmengen ergeben, wie aus Tabelle 3 ersichtlich, ver- 
hiltnismaBig viel héhere Leistungen. 


II. Darstellung von enzymatisch einheitlichem Trypsin. 


Pankreasausziige. Um das Adsorptionsverhalten des 
Trypsins kennen zu lernen und die Reinigung des Knzyms 
darauf zu griinden, mu8 man seine Bestiindigkeit in Lésung 
beriicksichtigen; die Ausbeuten kénnten sonst leicht durch 
Knzymzerstérung geschmialert werden. Nach KE. Waldschmidt- 
Leitz und A. Harteneck?) hingt die Haltbarkeit des Tryp- 
sins in hohem Mabe ab von seiner Aufladung durch Entero- 
kinase; in aktiviertem Zustand ist das Enzym nimlich viel 
unbestindiger. Darum ergibt gemiB der Tab. 4 der Vergleich 
waBriger und glycerinhaltiger Ausziige aus frisch getrocknetem, 
noch wenig aktiviertem Pankreas einen grofen Unterschied. 
In den waBrigen Lisungen, wo alsbald die spontane Bildung 
von Enterokinase beginnt, unterliegt das Knzym rascher Zer- 
stérung, wihrend bei einem hinlinglichen Gehalte der Enzym- 
lésung an Glycerin, das der Selbstaktivierung entgegenwirkt, 
unter sonst gleichen Bedingungen keine KinbuBe an enzymati- 
scher Aktivitit erfolgt. Es ist aber nicht untersucht, ob das 
Glycerin nur stabilisierend wirkt, weil es die Kinasebildung 
hemmt, oder ob die Bestiindigkeit des T'rypsins an sich, auch 
des aktivierten, durch den Zusatz dieses Mittels gesteigert 
wird, wie dies bei anderen tierischen Knzymen der Fall ist. 
WaBrige Driisenausziige sind aber selbst bei tieferer Tem- 
peratur fiir praiparative Zwecke zu wenig bestindig; zudem 
vollzieht sich bei ihrer Aufbewahrung zugleich mit der spon- 
tanen Aktivierung die Bildung von Hemmungsstoffen, die den 
Vergleich des Wirkungsvermégens stéren kénnen. Die Gly- 
cerinausziige der Driise, die auch reiner sind als die wiBrigen, 
werden daher vorgezogen und im Gang der praparativen Ope- 
rationen ist stets fiir ausreichende Glycerinkonzentration zu 
sorgen; der Enzymgehalt solcher Lisungen pflegte auch nach 
Monaten unverindert zu sein. 


') Diese Zs. Bd. 149, S. 221, und zwar 8, 227 (1925). 
14* 
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Tabelle 4. 


Glycerinkonzentration und Bestindigkeit bei 0° 
und wechselndem py. 


(Ausziige bereitet aus 1 Teil frisch getrocknetem Pankreas mit 100 Vol. 
Wasser bzw. 16 Vol. 87°/,igem Glycerin bei 37°.) 








Glyc.- Acidititszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) 
Fo Ae a ee eee 
0/, nach 0 i 4 4 11,5 Std. 


WiiBriger Auszug| 0 4,8 1,03 0,54 — —_— 
4 “ is | 7,0 | 1,01 0,57 - 2: 
E 44 | 48 | 0,24 0,23 i one 
ss 44 | 5,3 | 0,90 on ” 0,77 


Glycerinauszug 44 8,7 |. 0,66 - 0,69 --- 
” 44 | 4,8 | 0,88 0,90 om - 


, 44 | 4,8 | 0,51 0,55 = ot 
44 | 53 | 0,96 0,92 ibe _ 
44 | 5,3 | 0,70 0,76 _ _ 
44 | 62 0,72 - 0,69 oe 











Adsorptionsverhalten gegeniiber Tonerde. Aui 
der Beobachtung, da8 das Trypsin aus angesiiuerten Gly- 
cerinausziigen der Driise durch Tonerde wenig oder gar 
nicht aufgenommen wurde, beruhte (Abhandlung II) seine Ab- 
trennung von der Lipase und auch seine Trennung von pan- 
kreatischem Erepsin nach E. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck.') Indessen erschien nach R. Willstatter und 
H. Persiel*) das zur Fraktionierung von Trypsin und Lipase 
eingeschlagene Verfahren als ,,ziemlich schwierig und _ nicht 
leicht reproduzierbar. Es niitzt niimlich nur einen quantitativen 
Unterschied in der Adsorption aus, um das Verhaltnis der 
Komponenten des Enzymgemisches zu verschieben.“ Viele der 
UnregelmaBigkeiten, wodurch die sichere Reproduktion der be- 
schriebenen Beobachtungen erschwert war, lassen sich jetzt 
auf Unterschiede in den angewandten Adsorbenzien zuriick- 
fiihren. Die letzten Ergebnisse von R. Willstatter, H. Kraut 


—-—— 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 (1925). 
2) Diese Zs. Bd. 142, S. 245, und zwar S. 254 (1924/25). 
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und O. Erbacher?) iiber die chemische Natur der Tonerde- 
gele und tber ihre Umwandlungen haben dazu gefiihrt, die 
besondere Eignung der einzelnen Tonerdesorten fiir die Frak- 
tionierung von Enzymen zu priifen. Wie an dem ersten niher 
untersuchten Beispiel des spezifischen Adsorptionsverhaltens 
von Hefemaltase und -saccharase erkannt wurde, da fir die 
Trennung das Tonerdegel von der Zusammensetzung AlO.OH 
das geeignetste ist, so spricht auch die Adsorption des Tryp- 
sins fiir eine auswiihlende Wirkung der Adsorbentien, die durch 
ihre chemische Konstitution bedingt wird. Wir finden, und 
es wird durch weitere Beobachtungen von EK. Waldschmidt- 
Leitz, A. Schaffner und W. Grassmann?) bestitigt, ,daB 
die Adsorbierbarkeit des tryptischen Enzyms... als besonders 
empfindlicher Nachweis zur Unterscheidung von Adsorbentien 
dienen kann.“ Es hat sich gezeigt, dab das Trypsin aus den 
Glycerinausziigen der Pankreasdriise von Tonerde der Sorte 7, 
dem stabilen Gele der Formel Al(OH),, bei hinreichender Aci- 


Tabelle 5. 


Adsorption des Trypsins durch verschiedene Aluminium- 
hydroxyde. 
(7,5 cem Glyeerinauszug aus Probe XXVII mit 62 T.-(e.), 7,5 cem H,O; 
Py = 4,7 [eingestellt mit n-Acetatpuffer|; zur Analyse entnommen 0,10 cem 
Adsorptionsrestlésung ) 




















Adsorptionsrestlésung 
Ad- 
Angewandte} Al O : ide 
Sorte ie Vol. a Gehalt | sorbiert 
mg (eem) ((cem 0,2 n-KOH) T.-(e.) °/, 
C, 84 15 0,53 64 0 
C, 222.6 30 0,30 63 0 
pe Ce, 222.6 28 0,00 0 100 
. Varst. 
O, + Cy 222.6 85 0,00 0 100 
(2. Darst.) | 
C, + C3) 222,6 34 | 0,02 | 0 100 
(3. Darst.) | 











1) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2448, 2458 (1925) 
*) Diese Zs. Bd. 156, 8. 68, und zwar 8, 82 (1926). 
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ditat, z. B. p,, = 4,7, gar nicht oder nur sehr wenig aufgenommen 
wird, wihrend in anderen Beispielen, bei Anwendung eines 
ungeniigend gealterten Tonerdepriparates (, das wechselnde 
Mengen der §-Modifikation enthielt, vollstindige Adsorption 
beobachtet wurde. Fiir die Abtrennung des Trypsins von seinen 
enzymatischen Begleitern, Lipase und Erepsin, ist also die 
leicht zugingliche reine Sorte y von Al(OH), am geeignetsten. 
Wir belegen den Vergleich der Trypsinadsorption mit diesem 
Adsorbens und mit anderen, noch unvollstindig umgewandelten 
Gelen der Sorte ( in voranstehender Tab. 5. 

Die Adsorption des Trypsins durch (, finden wir, die 
Angaben von E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck }) 
bestitigend, bei saurer Reaktion am geringsten, in neutraler 
Lisung dagegen viel erheblicher. Dieses Verhalten, das durch 
eine gréBere Anzahl von Versuchen (Tab. 6) sichergestellt wurde, 
unterscheidet das pankreatische Enzym von dem Hefetrypsin, 


Tabelle 6. 


Trypsinadsorption bei verschiedenen Acidititen. 
(Glycerinauszug aus Probe XXVII, mit dem gleichen Volumen ver- 
diinnter Pufferlésung versetzt; ‘Tonerdesuspension C,; Adsorbate mit 
50°/,igem Glycerin yom niimlichen py gewaschen, eluiert mit 30 cem 
2°/, basischem Ammonphosphat [57 Vol. 1°/,iges Diammonphosphat, 
3 Vol. n-NH,, 40 Vol. 87°/,iges Glycerin]; Operationen ausgefiihrt unter 








Kiskiithlung.) 
Angewandt Adsorp wuneneed Elution 
p losung 
fi 
T.-(e.) mgAl,O,]  T.-(e.) Tl T.-(e.) ie 
= i contentions —— 

4,7 30 | 58,8 24 80 0 0 
4,7 34 52,1 33 97 1 3 
1,7 40 | 52,1 31 15 3 8 
5,3 31 «| ~(COB2,1 22 72 8 26 
1,3 84 | 52,1 26 " 7 21 
7,0 48 | 58,8 16 33 19 39 
7,0 34 | 17,0 15 44 19 56 
7,0 41 | 58,8 16 40 18 45 











ee 


') Diese Zs. Bd. 147, 8. 286, und zwar S, 304 (1925). 
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das von derselben ‘Tonerde y nach R. Willstitter und 
W. Grassmann!) im sauren Gebiete viel leichter adsorbiert 
wird. Vergleicht man in der Tabelle die Enzymmengen in 
den Mutterlaugen der Adsorption und in den ammoniakalischen 
Elutionen der Tonerdeadsorbate, so findet man die Summen 
in Ubereinstimmung mit den angewandten Enzymmengen; daB 
Abweichungen, wie sie die XII, Abhandlung verzeichnete, nicht 
mehr vorkommen, spricht fiir die Zuverlissigkeit der neuen 
Bestimmungsweise. 


Abtrennung von Lipase und Amylase. Wenn die 
Behandlung der Pankreasausziige mit Tonerde der Sorte ©, 
und zwar bei saurer Reaktion, wie auch aus der Untersuchung 
von EK. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Grass- 
mann’) hervorgeht, das begleitende ereptische Enzym_ voll- 
stindig abzutrennen erlaubt, wihrend das Trypsin in den Ad- 
sorptionsmutterlaugen verbleibt, so gelingt mit dieser Vornahme 
auBerdem auch die Abtrennung der pankreatischen Lipase. 
Die in der If. Abhandlung dieser Reihe*) niedergelegten Er- 
fahrungen gelten auch fiir die neu definierte Tonerdesorte, sie 
ist sogar fiir die Fraktionierung des pankreatischen Enzym- 
gemisches besonders geeignet. Durch mehrmalige, oft schon 
durch zweimalige EKinwirkung der Tonerde auf die pankrea- 
tischen Ausziige erreicht man, daB der Lipasegehalt der Ad- 
sorptionsrestlésungen auf einen ganz geringen Bruchteil zuriick- 
geht, wihrend die iiberwiegende, in der Regel die ganze Menge 
des Trypsins und mit diesem der gréBte Teil des stiirke- 
spaltenden Enzyms der Adsorption entgeht. Wenn in den 
Versuchen der Tab. 7, die eine Auswahl unserer Beispiele 
wiedergibt, die Amylaseausbeuten in den Mutterlaugen nach 
der Adsorption keine guten sind, so mag daran zum Teil Zer- 
stérung des Enzyms schuld tragen, die in saurem Medium 
nicht immer zu vermeiden ist. In den alkalischen Elutionen 
der Tonerdeadsorbate, die wir nach dem Verfahren der II. Ab- 


1) Diese Zs. Bd. 153, S. 250, und zwar S. 280 (1926). 
”) Diese Zs. Bd. 156, S. 68, und zwar S. 82 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 125, S. 172 ff. (1922/23), 
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handlung bereiteten, fand sich die Lipase wieder, ihr Gehalt 
an Trypsin und an Amylase hingegen war nur ganz un- 
bedeutend. 


Tabelle 7. 


Abtrennung der Lipase. 
(7,5 cem Glycerinauszug aus Probe XXVII mit 63 T.-(e.), 56 Amylase- 
cinheiten und 38 Lipaseeinheiten; Emwirkung von Tonerde C,; Reaktion 
eingestellt durch Acetatpuffer; Angaben beziehen sich auf den Gehalt 
der Adsorptionsmutterlaugen.) 





Zahl 




















Ausbeute | Amylase ') Lipase !) 

De der Angewandte mg ae Amy- | Lipase- | ii 

Ad- Al,O; _-TYPsm | lase- on | eine | %, 

sorpt. T.-(e.) | “J, | einh. | heiten | 

47] 1 88,2 62 | 99] 24,3 43] 75 | 20 
41} 2 88,2 + 58,8 62 | 99] 24,6 43] 1,0 2 
47} 2 88,2 + 1344 60 | 96] 140 2] o2 | O25 
3,7 2 je 58,8 40 65 20,0 37 4,2 11 
37] 3 1588 +588+420] 35 |/57| — | —]| 05 14 
3,71 3 1588+588+420] 26 | 43] 224 41] 0,3 0,8 





Auch fiir die auf auswihlender Adsorption durch Kaolin 
beruhende Abtrennung der Amylase vom Trypsin, wie in der 
III. Abhandlung dieser Reihe?) bereits beschrieben, erbringen 
wir nun sichere quantitative Unterlagen hinsichtlich der tryp- 
tischen Wirkung. Es hat sich in Anlehnung an die friheren 
Erfahrungen ergeben, da das Trypsin aus den Mutterlaugen 
der Tonerdeadsorption, wenn es von lipatischem und erepti- 
schem Enzym befreit ist, bei neutraler oder saurer Reaktion 
leicht von Kaolin aufgenommen wird, wihrend nur geringe 
Anteile der Amylase es in die Adsorbate und in deren alka- 
lische Elutionen begleiten. Wenn sich die Ausbeuten an 
Trypsin in den erhaltenen Elutionen nach den Versuchen der 


') Die Bestimmung des lipatischen und diastatischen Enzyms folgte 
dem in der I. bzw. III. Abhandlung iiber Pankreasenzyme mit-eteilten 
Verfahren: Diese Zs. Bd. 125, S. 93, und zwar 8. 110 (1922/23) (Lipase); 
Diese Zs. Bd. 126, S. 143, und zwar 8. 155 (1922/23) (Amylase). 

*) Diese Zs. Bd. 125, 8. 143, und zwar S. 162 (1922/28). 
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Tab. 8 auf etwa 40°/, der anfanglich vorhandenen Enzymmenge 
belaufen und daneben nur noch ganz unbedeutende Amylase- 
mengen meBbar sind, so ist es nicht zweifelhaft, daB eine 
Wiederholung der Adsorptionsvornahme an den gewonnenen 
Lésungen auch die letzten Spuren amylatischer Substanz ab- 
gutrennen erlauben wird. Unsere Untersuchung, die in diesem 
Punkte unvollkommen ist, wird nach zwei Richtungen fort- 
cesetzt, um das Enzym in dem erreichten Zustande enzyma- 
tischer Einheitlichkeit zu beschreiben und um fir das in den 
Restlésungen der Kaolinadsorption hinterbliebene stirkespaltende 
Knzym die Ausbeuten noch zu verbessern. 


Tabelle 8. 


Abtrennung der Amylase. 


(Restlésung nach Abtrennung von Lipase und Erepsin durch Tonerde 

mit 60 T.-(e) und wechselndem Amylasegehalt; Einwirkung von mit 

Salzsiiure gekochtem und bis zu neutraler Reaktion ausgewaschenem 

Kaolin; Reaktion eingestellt durch Acetatpuffer; Adsorbate eluiert mit 

25 cem 2?/, basischem Ammonphosphat [57 Vol. 1°/,iges Diammonphos- 
phat, 3 Vol. n-NH,, 40 Vol. 87°/,iges Glycerin].) 








Zahl Ausb. in Adsorptionsrestl. Elution 
Pu] , Kaolin ry psim 
Ad- 





Amylase Trypsin | Amylase 
| eee sinapil 





—_— ~ 














sorpt. g T.-(e.) | °/, | Am.-E, | 0 o | T.-(e.)| Yo | Am.-E. | %, 
47 |] 2 0,775 | 16) 3 | 84 16] 26 48 23 | 4 
7,0 2 0,775 | O | O| 72 | 12] 26 | 43) 1,9 3 
7,0 | 4 oF 60 | O| = | =F oe ~~ 0,5 1 


Beispiel fiir die Reinigung des Trypsins, 

7,5 cem Glyeerinauszug aus Pankreasprobe XXVII, die mit 7,5 cem 
‘/,, n-Acetatpuffer von py = 4,7 verdiinnt waren, enthielten 61,8 T.-(e.) 
0,10 eem: 0,50 cem 0,2 n-KOH: 0,41 T.-(e.)], 37,5 L.-E. (0,20 cem: 15,4°/, 
Spaltung [Oliven6lj: 0,50 L.-E.) und 43,5 Am.-E, (0,001 cem, 10 Minuten: 
12,0 mg Maltose; & = 0,0029). Zu der eisgekiihlten Lésung fiigte man 
10,5 ccm Tonerdesuspension C,(= 88,2 mg Al,O,), dann zu der in der 
Zentrifuge abgeschleuderten Mutterlauge weitere 16 cem des Gels 
(= 134,4 mg Al,O,); nun wurde die Restlésung von der Adsorption mit 
n-NH, gegen Lackmus neutralisiert. Sie enthielt in 30 cem noch 60 T.-(e.) 
(0,10 cem : 0,30 cem 0,2 n-KOH : 0,20 T.-(e.)] neben 0,2 L.-E. (3,0 cem :1,1°/, 
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Spaltung [Olivendél]; 0,02 L.-E.) und 17,4 Am.-E, (0,005 eem, 10 Minuten : 
12,3 mg Maltose; 4 = 0,0029) oder 97°/, vom Trypsin, 0,6°/, von der 
Lipase und 40°/, von der Amylase des Extraktes, die Abtrennung der 
Lipase war also praktisch vollstiindig. 

18,0 eem lipasefreie Restlésung der Tonerdeadsorption (mit 36 T.-(e.) 
und 10,4 Am.-E.), die neutralisiert waren (py = 7,0), behandelte man mit 
insgesamt 20 ecm Kaolinsuspension (= 1,55 g), und zwar 4 mal mit je 
5,0 cem derselben unter jeweiliger Abtrennung des Adsorbates in der 
Zentrifuge; die vereinigten Adsorbate wurden mit 30 cem 2?/, basischein 
Ammonphosphat (57 Vol. 1°/,iges Diammonphosphat, 3 Vol. n-NH,, 
40 Vol. 87°/,iges Glycerin) eluiert und die erhaltene Elution alsbald mit 
u-Essigsiure neutralisiert. 

In 30 ccm der Restlésung von der Kaolinadsorption fand man keine 
tryptische Wirkung mehr, aber noch 1,03 Am.-E. (0,05 ecm, 10 Minuten: 
7,5 mg Maltose; * = 0,0018), wiihrend die aus den Adsorbaten bereitete 
Elution in insgesamt 28 cem 28 T’-(e.) [0,30 ecm: 0,45 eem 0,2 n-KOH: 
0,30 T.-(e.)], d. i. 77°/, von der Trypsinmenge der lipasefreien Liésung 
und 75°/, von der des Glycerinauszuges enthielt; der Amylasegehalt der 
Klution war nur geringfiigig, er entsprach insgesamt 0,67 Am.-E. (0,05 cem, 
10 Minuten: 5,1 mg Maltose; 4 = 0,0012). 

Reinheitsgrade. Nach der Abtrennung der enzymatischen Be- 
gleiter lag das Trypsin in etwa 8 mal konzentrierterer Form vor als im 
rohen Driisenauszug. Der Reinheitsgrad des Enzyms, der dureh den 
,Trypsin-Wert |T.-(w.)], nimlich die Zahl der T.-(e.) in 1 eg Trocken- 
priparat, ausgedriickt wird, wurde durch Dialyse der Enzymlésungen 
zur Befreiung vom Glycerin und von Salzen und durch Wigung der 
beim Abdampfen verbliebenen Trockenriickstinde ermittelt. 

a) Glycerinauszug. 15,0 cem mit 123,6 T.-(e.) hinterlieBen nach 
10 tiigiger Dialyse gegen flieBendes destilliertes Wasser in sogenannten 
Fischblasen und Abdampfen auf dem Wasserbade 0,2182 g Trocken- 
substanz; hieraus errechnet sich T.-(w.) = 5,7. 

b) Elution aus Kaolinadsorbat. 27,0 eem mit 27 T.-(e.) ergaben, 
wie oben behandelt, 0,0060 g Trockenriickstand, entsprechend T.-(w.) = 45. 


III. Bestimmung des Trypsins durch Casein. 


Casein als Substrat bietet Vorteile gegeniiber der Gela- 
tine, gleich der es nur von aktiviertem Trypsin angegriffen 
wird. Die Hydrolyse durch gleiche Enzymmengen bei ahn- 
lichen Substratkonzentrationen verliuft rascher und fihrt weiter; 
die Ausschlige werden also gréBer. Bei Anwendung einer 
8°/,igen Gelatinelésung im Bestimmungsansatz konnte das 
klumpenformige Ausfallen des unverinderten Substrates auf 
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Zusatz von Alkohol erhebliche Fehler verursachen, die schlieB- 
lich durch Verdiinnen der Gelatine und stufenweises Neutrali- 
sieren vermieden wurden. Beim Casein fiillt diese Schwierig- 
keit fort, die Analyse ist leichter ausfiihrbar. Das unverinderte 
Casein bildet nimlich auf Alkoholzusatz eine Milch, die sich 
leicht titrieren liBt; der mittlere Fehler betragt nicht mehr 
als + 0,05 ccm 0,2 n-KOH. 

Das rasche zeitliche Abklingen der Hydrolyse macht auch 
beim Casein viel Substrat fiir kleine Enzymmengen ndotig. Die 
Reaktionsbedingungen sind méglichst &ihnlich denjenigen mit 
Gelatine als Substrat. Die Aktivierung des Trypsins geschieht 
wieder wihrend 30 Minuten mit 0,3 com Enterokinaselésung (Aus- 
zug 1:50 aus trockener Darmschleimhaut), aber bei 30° Sub- 
strat sind 0,30 g Casein (Kahlbaum nach Hammarsten) im 
Volumen von 10 ccm mit einem Gehalt von 2,00 ccm n-NH.,- 
NH,Cl- Puffer (1: 1), wodurch bei 20° p,, = 8,6, bei der Be- 
stimmungstemperatur von 30° p,, = 8,9 entsteht. Der Be- 
stimmung wird die empirische Beziehung zwischen Enzymmenge 
und Umsatz zugrunde gelegt, die sich aus den mit 20 Minuten 
Reaktionsdauer ausgefiihrten Versuchen (bei 80°) der Tab. 9 
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Fig. 2. Trypsinmenge und Spaltungsgrad (Substrat Casein; 20 Min.), 


und aus der Fig. 2 ergibt. Fiir die Analyse sucht man den 
steilen Abschnitt der Kurve auf. Nur bei sehr kleinen Trypsin- 
mengen ist das Verhiltnis zwischen Enzym und Umsatz an- 
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nihernd konstant, bei gréBeren Enzymmengen entspricht der 
Umsatz der Schiitzschen Regel. 











Tabelle 9. 
Trypsinmenge und Umsatz bei der Caseinhydrolyse. 
F = T.(e.) | x (cem 0,2n-KOH) | 4 =—~ (ber) | & = —— (ber) 
. VF 
0,5 0,58; 0,60; 0,55; 1,20 0,85 
0,62; 0,60; 0,60 
1,0 1,05; 1,00; 1,05; 1,05; 1,05 1,05 
1,10; 1,05; 1,05 
1,5 1,40; 1,42; 1,40; 0,93 1,14 
1,40; 1,42; 1,40 
2,0 1,64; 1,62; 1,65; 0,82 1,16 
1,66; 1,65 
205 1,80; 1,78; 1,80; 0,72 114 
1,82; 1,80 











Zeitlicher Verlauf (Tab. 10). Nur bei kleinen Trypsin- 
mengen [0,1 ’-(e.)] und in der ersten Stunde verliuft die 


Tabelle 10. 
Zeitlicher Verlauf der Caseinhydrolyse durch Trypsin. 








(I. 0,1, II. 0,25, IIL. 0,5, IV. 1,0 T.-(e.) ] 
¢t = Minuten; 2 = cem 0,2 n-KOH; k = ae 
Ve 
I. t 50 100 200 300 
x | 0.55 | 0,95 | 1,30 | 1,70 
k 0,078 0,095 0,092 0,098 
II. t 40 50 60 80 120 140 
v 0,65 0,80 0,95 1,20 1,55 1,65 
k | 0,103 | 0,113 | 0,122 | 0,134 | 0,142 | 0,139 
III. t 20 40) 60 80 100 120 140 
« | 0,60 | 1,05 | 1,40 | 1,65 | 1,85 | 2,05 | 220 
ik | 0,134 | 0,166 | 0,181 | 0,184 | 0,185 | 0,187 | 0,186 
IV. t 10 20 40 50 60 7 
« | 0,60 | 1,10 | 1,65 | 1,90 | 210 | 2.20 
k | 0,190 | 0,246 | 0,261 | 0,269 | 0,271 | 0,263 
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Caseinspaltung annihernd linear; aber in den folgenden Zeit- 
abschnitten und bei gréferen Mengen Enzym fiigt sich der 
Reaktionsverlauf der Schiitzschen Regel. 


Ausfiihrung der Bestimmung. Die Enzymprobe von 
beispielsweise 1 ccm Glycerinauszug 1:10 aus getrocknetem 
Pankreas oder von Aquivalenten Mengen einer anderen Lésung 
oder eines Trockenpriparates wird mit 0,3 ccm Kinaselésung 
und mit Wasser in einem Flischchen mit eingeschliffenem 
Stopfen auf 3,0 ccm gebracht und zur Aktivierung 30 Minuten 
bei 30° gehalten. Dann gibt man 5,0 ccm 6°/,ige Caseinlésung 
und 2,0 com n-NH,-NH,Cl-Puffer (1:1) hinzu. Nach der Re- 
aktionszeit von 20 Minuten wird das Gemisch mit 5 ccm 
Wasser und 15 ccm absolutem Alkohol quautitativ in das 
TitriergefaB tbergespilt und nach Zugabe von 2 ccm 0,5°/, iger 
alkoholischer Lésung von Thymolphthalein mit 0,2 n-KOH nur 
zum ersten schwach bliulichen Farbton titriert. Darauf fiigt 
man 120 ccm siedenden absoluten Alkohol hinzu und fihrt die 
Titration bis zum Auftreten des ersten griinlichblauen Farb- 
tons zu Ende. Helles 'Tageslicht oder Bogenlampenlicht ist 
fiir die Beobachtung des Umschlagspunktes geeignet. 

Von der gefundenen Aciditaét ist der Alkaliverbrauch ab- 
zuziehen, der sich im genauen analytischen Vergleich fiir Casein 
+ Puffer und Enzympriparat ergibt. 

Als Trypsin-Einheit, gemessen mit Casein, soll die- 
jenige Knzymmenge bezeichnet werden, die unter den an- 
gegebenen Bedingungen eine Spaltung entsprechend 1,05 ccm 
0,2 n-KOH bewirkt. Diese Kinheit ist der mit Gelatine be- 
stimmten ungefahr aquivalent. Sie ist in etwa 0,1 com Glycerin- 
auszug (1:10) aus getrocknetem Pankreas enthalten. 








Uber die Zusammensetzung der Stirke. 
Von 


Elisabeth Peiser. 


ee 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1926,) 


Die Untersuchung der hochmolekularen Kohlenhydrate und 
KiweiBkérper hat in den letzten Jahren grofe Fortschritte ge- 
macht. Es gilt jetzt als sicher erwiesen, daB das einzelne 
Molekiil nicht so groB ist, wie man friiher annahm, seine 
absolute GréBe ist aber noch unbekannt. Ejinige Forscher 
behaupten, besonders auf Grund réntgenspektroskopischer Unter- 
suchungen, dai Gitterstrukturen kleine Molekulargebilde zu 
einem gréBeren zusammenfassen. Sie verlassen mit diesen 
Anschauungen die iltere Vorstellung von der rein chemischen 
Struktur des Molekiils und erweitern sie durch physikalische 
Bindungen, deren Natur aber noch unbekannt ist. Auf der 
anderen Seite wird aber behauptet, da8 nur eine Verkettung 
kleinerer Gebilde in Frage komme nach Art der Polymerisation 
der Formaldehydmolekiile zum Paraldehyd. 

Nun haben aber die Untersuchungen von Steudel, Elling- 
haus und Gottschalk), Felix?) und Waldschmidt-Leitz°*) 
ergeben, daf bei der Aufspaltung des EiweiBmolekiils durch 
Pepsin nur chemische Bindungen im Alteren Sinne in Frage 
kommen. Ich habe nun versucht, dasselbe fiir die Starke zu 
beweisen. Aus diesem Grunde habe ich die Starke acetyliert. 


') Diese Zs, Bd. 154, S. 21, 198 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 146, S. 103 (19285). 
3) Diese Zs. Bd. 156, S, 106 (1926). 
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Das geht sehr leicht, wenn auch im allgemeinen das Gegen- 
teil behauptet wird. Man braucht nur die Starke in Wasser 
quellen zu lassen bis die Hiille, die dem Kindringen chemischer 
Agenzien Widerstand entgegengestellt, geplatzt ist und den 
getrockneten Stirkekleister mit Essigsiureanhydrid bei Gegen- 
wart eines Katalysators zu schiitteln. Dabei stellte sich nun 
heraus, daB die Stiirke bis auf eine geringe Verunreinigung 
von etwa 1°/, ein einheitliches Produkt ist. Dasselbe haben 
schon im Anfang des 19, Jahrhunderts Guérin-Varry') und 
Payen und Persoz?) behauptet, wihrend nach der heutigen 
Anschauung die Stiirke aus Amylose und Amylopektin be- 
stehen soll, Reines Amylopektin hat aber noch kein Forscher 
in Hinden gehabt, nach Karrer kann man nur yon einer 
Amylopektinfraktion sprechen, da die Ausbeuten je nach der 
Trennungsmethode ganz erheblich schwanken. TIiir eine Be- 
stitigung meiner Ergebnisse halte ich ferner die Beobachtung 
von Kuhn®), daB die Geschwindigkeit der Amyloseverzuckerung 
durch Malzamylase, Pankreasamylase und Takadiastase vom 
p,, In gleicher Weise abhingt wie die Verzuckerungsgeschwindig- 
keit der gesamten Stirkesubstanz. Auch die iiberall in der 
Literatur beschriebene Violettfirbung des Amylopektins durch 
Jodlésung, zum Unterschiede von der Blaufiirbung der Amylose, 
halte ich fiir eine Taéuschung. Starke wird durch Jodlésung 
einheitlich blau gefirbt, nur bei einem UberschuB von Jod 
wird eine Violettfairbung beobachtet, besonders leicht an den 
Rindern des Stirkekorns, da dort das Jod zuerst gelést wird. 
Wird die violette Jodstirke mit Chloroform behandelt, so ver- 
schwindet zuerst der rétliche Ton, bei Anwendung von mehr 
Chloroform auch die Blaufirbung; Lottermoser‘) hat nicht 
recht, wenn er behauptet, dai Jodstiirke das Jod nur un- 
vollkommen abgibt. Die Hiillsubstanz des Stirkekorns wird 
durch Jodlésung nicht gefarbt, sie besteht aus Calciumphosphat, 


1) Ann. de Chim. et de Phys. t, LVI, p. 225 (1834). 

*) Ann. de Chim. et de Phys. 2°série t. LVI, p. 337. 

5) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 443, S. 1 (1925). 

‘) Zs. f. angew. Chem. Bd. 34, S. 427 (1921); Bd. 36, S. 508 (1923); 
Bd. 37, S. 84 (1924). 
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Kieselsiure und einer stickstoffhaltigen Substanz, wahrschein- 
lich einem Eiweibkérper. Sie ist unldslich in Wasser und 
Natronlauge. Die von dieser Beimengung befreite Starke quillt 
und kleistert nicht, verhilt sich also wie Inulin, das von vorn- 
herein phosphatfrei ist. Sie ist auch aschefrei und gibt simt- 
liche Reaktionen der Amylose. Die in der Kilte acetylierte 
Stirke hat die Formel C,,H,,0,,(CH,CO),,, zu welcher Zeit 
man auch den ProzeB unterbricht. Sie enthilt also aut 
8 Zuckerreste 26 Acetylgruppen, ist also aus 8 Monosaccharid- 
resten aufgebaut, von denen die beiden endstindigen je vier, 
die mittelstindigen nur je 3 Acetylgruppen aufgenommen haben. 
Pregl?), der die lésliche Zulkowskystirke acetyliert hat, fand, 
daB auf je eine C,H,,O,-Gruppe nur 3 Acetylgruppen kommen. 
Die lésliche Starke ist aber keine unveranderte Stirke, sie wird 
dargestellt durch Erhitzen der Stirke in Glycerin bei 190°. 
Da die Preglsche Acetylstiirke ebenfalls achtmolekular und 
die daraus regenerierte Starke mit Amylose identisch ist, so 
kann das Erhitzen der Stirke in Glycerin bei neutraler Reak- 
tion zwar keine Spaltung bewirken, wohl aber besteht die 
Moéglichkeit einer Anhydrisierung und RingschlieBung. Ring- 
schlieBung beim Erhitzen von Aminosiuren und Peptiden mit 
Glycerin hat vor kurzem Keita Shibata?) beobachtet und 
Pringsheim’®) hat festgestellt, daB beim Erhitzen von Amylose 
mit Glycerin bei 210° neben der Polymerisation zur Amylo- 
biose eine Anhydrisierung stattfindet, die zum Dihexosan fiihrt. 
Wird die nach meiner Methode hergestellte Acetylstirke ver- 
seift, so wird die Amylose unverindert zuriickgewonnen, denn 
das Produkt der Hydrolyse wird durch Hefe nicht vergoren, 
reduziert Fehlingsche Lésung nicht, wohl aber nach der 
Spaltung durch Diastase, es farbt Jodlésung blau, die optische 
Drehung und die Verbrennungswarme stimmen mit derjenigen 
der Starke iiberein. Ein Spaltprodukt der Starke wird aber 
erhalten, wenn man die Acetylierung bei 55° ausfiihrt, und 





1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 22, 8. 1049 (1901). 
*) Bull. chem. Soc. of Japan Bd. 1, S. 19—21. 
*) Pringsheim und Wolfschu, Ber. Bd. 57, S, 887 (1924), 
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zwar tritt die Spaltung in der Mitte des Molekils ein. Es 
entsteht ein Koérper von der Zusammensetzung C,,H,,0,, 
(CH,CO),,, also ein acetyliertes Tetrasaccharid. Wieder nehmen 


die beiden endstindigen Zuckerreste je vier, die mittelstindigen 


je drei Acetylgruppen auf. Auch das Verseifungsprodukt dieser 


Verbindung wird noch in sehr verdiinnter Lésung durch Jod- 
lésung blau gefarbt, wihrend von den Polyamylosen behauptet 
wird, da& sie nur in konzentrierter Lésung die Jodreaktion 
zeigen. Kin anderes Acetylderivat dieses ‘'etrasaccharids 
Jo4Hyg0,.(CH,CO),, wird erhalten, wenn man die in Chloro- 
form geléste Acetylstirke C,,H,.0,,(CH,CO),, mit Phosphor- 
pentachlorid erwarmt, bei nochmaliger Acetylierung in der Kilte 
geht es in das eben beschriebene C,,H,,0,,(CH,CO),, iiber. 
Wie die Zuckerreste in der Stiirkemolekel miteinander 
verkniipft sind, laBt sich im Augenblick noch nicht entscheiden. 
Die Aldehydgruppen miissen jedenfalls an der Bindung be- 
teiligt sein, da die Stirke nicht reduziert. Soviel ligt sich 
aber jetzt schon sagen, daB nicht alle Monosaccharidreste 
gleichartig verbunden sind. Denn aus den Experimenten gelit 
mit GewiBheit hervor, daB einige Bindungen schwicher sind 
als andere. Am stiirksten scheint die Verkniipfung der Mono- 
saccharidreste zum Disaccharid zu sein, wie aus Versuchen 
von Karrer und Pringsheim hervorgeht. Ferner laBt sich 
auch jetzt schon sagen, daB die Bindungen chemischer Natur 
sein miissen, denn sie werden nur durch chemische Methoden 
gelést. Diese Bindungen sind in den «- und f-Polyamylosen 
nur teilweise gelést, ebenso in den Schardingerschen Poly- 
amylosen, die durch den Bacillus macerans aus Starke ge- 
bildet werden. Wir haben es bei diesen letzteren mit einem 
stufenweisen Abbau zu tun, der iiber die Hexamylose und Tetr- 
amylose zur Diamylose fiihrt und damit sein Ende erreicht. Der 
Gedanke liegt nahe, daB bei lingerer Kinwirkung des Bacillus 
macerans die Zwischenprodukte, die nur in geringer Menge 
isoliert worden sind, nicht mehr nachgewiesen werden kénnen. 
Auch die sogenannte depolymerisierende Wirkung der Diastase ') 


) Pringsheim, Chem. Ber. bd. 57, 8S. 1588 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXI, 15 
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ist héchstwahrscheinlich der Anfang der vélligen Aufspaltung. 
Dagegen halte ich eine vorsichtig geleitete Acetylierung nicht 
fiir eine Molekil- oder auch nur Krystallzertriimmerung. 


Versuche, 
A. Darstellung des Ausgangsmaterials. 


50 g Weizenstiirke werden in 1!/, Liter Wasser auf dem 
Wasserbade lingere Zeit erwirmt, bis die Hiillen geplatzt sind. 
Der Stirkekleister wird durch Alkohol gefillt und dann mit 
Alkohol und Ather getrocknet. Zur Aschebestimmung werden 
1,6543 g Substanz verascht. Es wird 0,0012 g Asche gefunden 
= 0,07. 


B. Trennung der Amylose vom Amylopektin. 


I. 5g der vorbehandelten Starke werden mit 1 °/,iger 
Natronlauge auf dem Wasserbade erwirmt. Nach dem Zentri- 
fugieren wird der Riickstand noch mehrere Male auf die gleiche 
Weise behandelt. Der Vorgang wird unterbrochen, wenn im 
Filtrat die Stirkereaktion schwach ausfillt. Der Riickstand 
wird mit Alkohol und Ather getrocknet und wiegt lufttrocken: 
0,069 g = 1,38°/, des Ausgangsmaterials. Er wird durch Jod- 
léisung noch blau gefirbt, ist also noch nicht amylosefrei, 
verkohlt noch stark beim Erhitzen. Die Asche besteht aus 
Ca,(PO,),. 

IJ. 40g Stirke werden in Portionen von 10g mit je 
60 ccm KEssigsiiureanhydrid, dem 38 Tropfen konzentrierte 
Schwefelsiure zugesetzt werden, etwa 8 Stunden in der Kalte 
geschiittelt. Die Amylose geht in Liésung, die Riickstande 
werden vereinigt und nochmals mit der gleichen Mischung in 
der Kalte extrahiert. Derselbe Vorgang wird eventuell wieder- 


holt. Zuriick bleiben nach dem Trocknen mit Alkohol und 


Ather 0,49 g = 1,25°/, des Ausgangsmaterials. 
Die Aschenbestimmung ergibt folgende Werte: 


0,1026 g Substanz gaben 0,0142 g Asche = 13,84°/,. 
0,0998g¢ _,, » 0,013876g¢ ,, = 18,789. 








ry 
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Ferner wird der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
0,004230 g Substanz gaben 0,49 ccm n/70-H,SO, = 2,31°/, N. 


Die Asche besteht aus Calciumsulfat, Phosphorsiure ist 
nur in Spuren vorhanden. 


C. Acetylierung der Starke. 


I. Die Acetylierung wird, wie im vorigen Absatz_be- 
schrieben worden ist, in der Kalte ausgefiihrt. Die von dem 
Riickstande abfiltrierte Lésung wird in Eiswasser gegossen und 
der dabei entstehende Niederschlag bis zum Verschwinden der 
sauren Reaktion in Kiswasser gewaschen. Nach dem Trocknen 
wird er mit Alkohol in einer Reibschale verrieben, in Chloro- 
form gelést und durch Alkohol gefallt. Diese Operation wird 
noch ein zweites Mal wiederholt. Die acetylierte Starke wird 
mit Alkohol und Ather und zur Analyse bei 100° getrocknet, 
aus 100 g Starke werden etwa 14 g Acetylprodukt gewonnen. 
Zu welcher Zeit man auch die Acetylierung unterbricht, der 
Kster hat stets dieselbe Zusammensetzung. 

Zur Bestimmung der Acetylgruppen wird die Substanz 
mit alkoholischer Natronlauge auf dem Wasserbade bis zur 
vollstiindigen Auflésung erwirmt. Der Uberschu8 an Lauge 
wird durch Titration mit n/10-H,SO, festgestellt. 


0,9800 g Substanz gaben 0,0002 g Asche = 0,02°/,. 


0,3201 g m » 84,4 cem n/10-NaOH = 46,21°/, CH,CO. 
0,3331 g - , 36,0 eem . = 46,47°/, o 
0,2256 g - »  0,4110 g CO, und 0,1123 g H,O. 
0,2456¢ » 04487¢ , 4 0,12386¢ ,, 
Gef. 49,69°/, C 5,53°/, H 
49,84 5,59 
| Fiir ©,,H,¢0,,(CH,CO),,: Ber. 49,55°/, 5,53 46,16 °/, CH,CO 


Die optische Drehung wird in einer 0,730°/,igen Chloro- 
' formlésung bestimmt und im 1-dm-Rohr ausgefiihrt: 

a = 2,017°: [a] = 276,3° 

Die Acetylgruppen werden durch alkoholische Natronlauge 
_im Wasserbade abgespalten, die regenerierte Starke verhilt 


_ Sich genau wie Amylose. Sie reduziert Fehlingsche Lisung 
| 15* 
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nicht, girt nicht, farbt Jodlésung tiefblau und wird durch 
Malzdiastase in reduzierenden Zucker verwandelt. 

Die optische Drehung wird in einer 0,984°/,igen waBrice | 
Lésung bestimmt und im 1 dm Rohr ausgefiihrt: 


a = 1,892°; [a] = 192,2°. 
0,8898 g Substanz werden im Calorimeter verbrannt: 
t, — t = 1,353°, 


Verbrennungswairme = 3727,2 cal; berechnet auf 1g Sub. 
stanz: 4188,8 cal. 

II. Der getrocknete Stirkekleister wird mit derselben 
Mischung von Kssigsiureanhydrid und konzentrierter Schwefel- 
siure im Wasserbade bei 55° acetyliert. Das Acetylierungs- 
produkt wird auf die gleiche Weise gereinigt und getrocknet, 
wie unter I beschrieben worden ist. 


0,3071 g Substanz gaben 33,8 cem n 10-NaOH = 47,33°/, CH,CO. 
0,3338 g ,, 36,6 eem ‘ = 47,15°/, ee 


Fiir C,,H.,0,(CH,CO),,: Ber. 47,40 "I. CH,CO 


Die optische Drehung wird in einer 0,898 und in eine! 
0,712°/,igen Chloroformlésung ausgefihrt: 
a = 2,1450°, 0,1710°. 

[a] = 238,89, 240,2°. 


D. Behandlung der Acetylstarke mit PCI.. 


17 ¢ Acetylstirke C,,H,,0,,(CH,CO),, werden in 100 ccm 
Chloroform gelést und mit 28 g Phosphorpentachlorid 2 Stunden 
auf dem Wasserbade erhitzt. Das Reaktionsprodukt wird in 
Kiswasser getropft und der dabei entstehende Niederschlag 
mit Eiswasser gewaschen, bis das Waschwasser nicht melt! 
sauer reagiert. Nach dem Trocknen wird er in einer Reib- 
schale mit Alkohol verrieben, in Chloroform gelést und mit 
Alkohol gefallt. Diese Operation wird noch ein zweites Mal — 
wiederholt. Die Substanz wird zur Analyse bei 100° im 
Vakuum getrocknet. 
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0,3431 g Substanz gaben 37,0 cem n/10-NaOH = 46,37°/, CH,CO. 
0,3745 g ma 5 40,3 cem ‘ = 46,27°/, 


Fiir C,,H,.0,.(CH,CO),, Ber. 46,129), CH,CO. 


E. Acetylierung der Verbindung C,,H,,0,,(CH,CO),.. 


10 g Substanz werden, wie unter C.I beschrieben worden 
ist, acetyliert. 
0,3642 g Substanz gaben 40,0 cem n/10-NaOQH = 47,23°/, CH,CO. 
0,3146¢ ,, » 84,6 cem ‘ = 47,207, 4 
Fiir C,,H,,0,,(CH,CO),,: Ber. 47,40°/, CH,CO. 





Die Einwirkung des Insulins auf den Zucker-, Phosphat., 
Milchsaure- und Glykogengehalt im Blute. 


Von 


Artturi I. Virtanen und H. Karstrém. 


Mit 14 Figuren im Text. 


Vorgetragen auf der III. nordischen Chemikerversammlung in Helsinki 
am 13. Juli. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H. Helsinki-Finnland.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. September 1926.) 


Die Wirkung des Insulins im Organismus kommt be- 
kanntlich als Zuckerverminderung im Blute sowie auch in den 
Geweben allgemein hervor. Beim Suchen nach einer Autl- 
klirung iiber den Chemismus dieser Zuckerverminderung er- 
hebt sich die Frage, in welcher Weise die anderen, im engen 
Zusammenhang mit dem Kohlenhydratstoffwechsel stehenden 
Substanzen im Organismus durch Insulin beeinfiluBt werden. 

Die wichtigsten Substanzen, welche hierbei in Frage 
kommen, sind unzweifelhaft Phosphorsiure, Milchsiure und 
Glykogen. Da8B die Phosphorsiure mit dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel eng verbunden ist, ist allgemein bekannt, obwohl 
die Einzelheiten bei der Phosphorylierung noch unklar sind. 
Die Bedeutung der Milchsiure im Tierkérper als normales 
Abbauprodukt des Zuckers und des Glykogens als Produkt 
der oxydativen Synthese aus Milchsaiure liegt auf der Hand. 

Uber die Verinderungen des Gehaltes der anorganischen 
Phosphorsiiure, der Milchsiure und des Glykogens im Blute 
und in den Geweben der lebenden Tiere durch Insulin gibt es 
schon eine Menge, zum Teil sehr verdienstvolle Arbeiten. 
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Audova und Wagner!) haben eine starke Zunahme der 
organischen Phosphorsiure im Muskel bei Insulinwirkung 
gefunden. Im Blute haben Harrop und Benedikt’), Briggs 
und Mitarbeiter*’), Staub und Mitarbeiter’), Bierry und 
Mocquet®), Bolliger und Hartmann’) eine Verminderung 
der anorganischen Phosphorsiiure beobachtet. Nach Lawaczek’") 
wird das Lactacidogen des Blutes durch Insulin zunichst ver- 
mehrt, spaiter angeblich durch Adrenalinwirkung wieder ver- 
mindert. Kay und Robison®) finden sowohl im Blute als im 
Muskel nach Insulinwirkung eine ganz enorme Zunahme der 
organisch gebundenen Phosphorsiure. Alles in allem geht aus 
diesen Arbeiten hervor, daB die anorganische Phosphorsiure durch 
Insulin im Organismus erniedrigt und also organisch gebunden wird. 

Was den Milchsiiuregehalt nach Insulininjektion betrifit, 
so sind die Angaben dariiber sehr strittig. Briggs und Mit- 
arbeiter®) finden eine Steigerung des Milchsiuregehaltes im 
Blute. Nach den ausgedehnten Untersuchungen von Kuhn 
und Baur!°) wird die Phase des starken Zuckerabfalls im Blute 
von einem Anstieg der Milchsiiure- und der Wasserstoffionen- 
konzentration begleitet. Dagegen haben Bornstein und Mit- 
arbeiter!!), Best und Ridout}*), Cori’), Servantie!’) und 

1) Soc. Biol. Bd. 90, S. 308 (1924). 

”) Proc. of the soe. f. exp. biol. a. med. Bd. 20, S. 430 (1923). 

*) Briggs, Koechig, Doisy u. Weber, Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, 
S. 721 (1924). 

‘') Staub, Giinther u. Frohlich, Klin. Wochenschr. Bd. 2, 
S. 2337 (1923). 

5) Soc. Biol. Bd. 92, S. 593 (1925); Bd. 93, S. 322 (1925); Ber. Phys. 
Bd. 31, 8. 587; Bd. 33, S. 8367 (1925). 

°) Jl. of Biol. Chem. Bd. 64, 8. 91 (1925). 

‘) Klin. Wochenschr. Bd. 4, S. 1858 (1925). 

5) Biochem. Jl. Bd. 18, S. 1139 (1924). 

Bice 

1°) Diese Zs. Bd. 141, S. 68 (1924). 

') Bornstein, Griesbach u, Holm, Zs. f. exp. Med. Bd. 43, 
S. 391 (1924). 

12) Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, S. 197 (1925). 

8) Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, S. 253 (1925). 

') Soe. Biol. Bd. 92, S. 700 (1925). 
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Mendel!) keine nennenswerte Veranderung der Milchsiure 
im Blute nach Insulin gefunden. Nach Cori sollte der Milch- 
siiuregehalt der Gewebe auch unverindert bleiben. Collazo*) 
findet im allgemeinen sowohl bei Normalen als bei Diabetikern 
eine Verminderung der Milchsiure im Blute nach Insulin, nur 
groBe Dosen rufen eine Vermehrung der Milchsiéure hervor. 

Betreffend die verschiedenen Angaben tiber den Glykogen- 
gehalt der Gewebe verweisen wir auf die tabellarische Uber- 
sicht bei Grevenstuck und Laquer.’) 


Trotz der vielen Arbeiten ist es jedoch unméglich, eine 
klare Vorstellung dariiber zu erhalten, in welcher Weise die 
Verinderungen des Zucker-, Phosphat-, Milchsiure- und Gly- 
kogengehalts im Verhiltnisse zueinander stehen. Fiir die 
theoretischen Schlu8folgerungen geniigt es nicht, daB man weil, 
daB z.B. die anorganische Phosphorsiure nach Insulin ver- 
mindert und die Milchsiure erhéht wird. Um zwischen den 
primiren, von Insulin selbst hervorgerufenen und den sekundiren 
Verainderungen, welche der eigentlichen Insulinwirkung folgen, 
unterscheiden zu kénnen, ist es notwendig zu wissen, in 
welchem Verhiltnis die Veriinderungen der genannten Sub- 
stanzen zu derjenigen des Zuckers stehen. Um dies zu er- 
zielen, muB man den Gehalt der in Frage kommenden Sub- 
stanzen nach Insulininjektion nebeneinander in mehreren Proben 
nach kurzen Zwischenzeiten bestimmen. 


In der vorliegenden Arbeit haben wir den Zucker-, Phos- 
phat- und Milchsiuregehalt des Blutes bei Insulinwirkung ver- 
folet. Das Glykogen wurde auch in einigen Versuchen be- 
stimmt, obwohl man aus dem Glykogengehalt des Blutes unseres 
EKrachtens nicht viel schlieBen kann. Der angewandten Ana- 
lysenmethodik haben wir bei unseren Versuchen besondere 
Aufmerksamkeit gewidmet. 

Die Arbeit wurde im Winter 1925—1926 ausgefiihrt. 


') Kiin. Wochenschr. Bd. 4, 8. 809 (1925). 

*) Collazo u. Supniewski, Biochem. Zs. bd. 154, S. 423 (1925); 
Collazo u. Lewicki, Biochem Zs. Bd. 158, S. 136 (1925). 

8) Biochem. Zs. Bd. 163, 8. 390 (1925). 
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Methodik. 


Bei unseren Versuchen waren gréBere Blutmengen, etwa 
150—250 ccm per Versuchsserie und Versuchstier notwendig. 
Aus Kaninchen, welche bei unseren friiheren Insulinversuchen 
in Anwendung kamen, kann man nicht solche Blutmengen 
entnehmen. Wir haben uns darum schlieBlich fiir die Schafe 
als Versuchstiere entschieden. Weil der Milchsiuregehalt des 
Blutes vom Verhalten der Tiere wihrend des Versuches in 
hohem MaBe abhiingig ist, wie aus den Versuchen von Kuhn 
und Baur hervorgeht, haben wir bei der Auswahl der Tiere 
diesem Punkt besondere Aufmerksamkeit zugewendet. Unsere 
Schafe haben alle, wenn nicht anders bemerkt, ganz ruhiges 
Verhalten bei der Injektion und Blutentnahme gezeigt. 

Als Versuchstiere kamen vier Schafe zur Anwendung. 

Schaf A, Gewicht 88 kg, Alter etwa 4 Jahre, Farbe weib 


B, am 39 kg, ,, » - ™ 
a ¥ 28 kg, _,, — »  sehwarz 
> ») 
59 D, «s 31 kg, 53 4 — ** *. 9 


Die Tiere, welche hauptsichlich mit Heu gefiittert waren, 
wurden immer etwa 50 Stunden vor Beginn des Versuches 
niichtern gehalten. Die Insulininjektion geschah stets intra- 
vends in die Vena jugularis. Ais Insulinpriparat kam das 
Welcomeinsulin in Anwendung. Die Blutentnahmen wurden 
durch Punktion der rechten oder linken Jugularvenen mit 
einer gréberen, gutgeschliffenen Injektionsnadel vorgenommen. 
Bei jeder Versuchsserie entnahmen wir 6—9 Blutproben, jede 
von 27 com — 25 ccm + 2 ccm (vgl. unten) — nach den in 
den einzelnen Serien niher angegebenen Zeitintervallen. Die 
Insulinwirkung wurde in der Regel wihrend 6—7 Stunden, 
bei den Versuchen mit Nak’-Injektionen wihrend etwa 12 Stdn. 
verfolgt. Nach den angegebenen Versuchszeiten wurden die 
Tiere sofort gefiittert. 

Zur EnteiweiBung der Blutprobe wurden jedesmal 25 ccm 
Blut direkt aus der Injektionsnadel in einen engen MeBzylinder, 
welcher 25 ccm 4°/,ige HCl enthielt, flieBen gelassen. Die 
EnteiweiBung geschah nach Schenck. In dem erhaltenen 
Schenckfiltrat bestimmten wir den Zucker, das anorganische 
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Phosphat und die Milchsiure. Dadurch, daB alle diese Blut- 
bestandteile im Schenckfiltrat bestimmt wurden, war eine be- 
deutende Vereinfachung in den Bestimmungen zu erzielen. 

Fiir die Glykogenbestimmungen wurde das Blut, nachden 
25 ccm in den MeBzylinder eingeflossen waren, aus der Nadel 
in die saubere, trockene Hand laufen gelassen. 2 ccm Blut 
wurden in ein mit 2 ccm 25°/iger ‘Trichloressigsiure be- 
schicktes Reagensglas pipettiert und zur Glykogenbestimmung 
angewandt. 

Der Zucker wurde im Schenckfiltrat nach dem Hage- 
dorn-Jensenschen Prinzip folgendermaBen bestimmt. 0,8 oder 
0,4 com des Schenckfiltrats, entsprechend 0,2 oder 0,1 ccm 
Blut, wurden in sorgfiltig gewaschene Proberéhren, die mit 
einem Strich in der Glaswandung fiir 12 ccm Fliissigkeit ver- 
sehen waren, pipettiert. Dann wurde je 1 Trépfchen 1 °/ige 
Phenolphthaleinlésung in allen Réhren der Versuchsserie sowie 
auch in 2 Kontrollprobierréhren zugetrépfelt, mit n/10-NaOH 
neutralisiert, 2 com 0,45°/,ige ZnSO, hinzugegeben (saure 
Reaktion), mit Wasser auf 12 ccm aufgefiillt, 2 ccm der soda- 
alkalischen Kaliumferricyanidlésung hinzugefiigt (alkalische 
Reaktion) und 15 Minuten im Wasserbade erwirmt. Die ab- 
gekiihlten Lésungen wurden aus den Reagensglisern mit 3 ccm 
der KJ—NaCl-ZnSO,-Lisung in eine Porzellanschale iiber- 
gespiilt und nach Zugabe von 2 ccm 3°/,iger Essigsiiure das 
ausgeschiedene Jod mit etwa n/5000-Na,8,0,-Lésung titriert. 
Die Ausrechnung der Glucosewerte geschah nach den Angaben 
von Hagedorn. 

Wir haben unsere Modifikation der Blutzuckerbestimmungs- 
methode mit der urspriinglichen Hagedornschen verglichen, 
indem wir in zwei Versuchsserien den Blutzucker sowohl nach 
Hagedorns Methode als nach unserer Modifikation bestimmten. 
Wir fiihren hier eine Versuchsserie als Beispiel an. 

Wie ersichtlich, ist eine recht gute Ubereinstimmung der 
Methoden festzustellen, besonders wenn man die groBen Ver- 
schiedenheiten bei der EnteiweiBung des Blutes bedenkt. Tabelle J: 

In den Tabellen wird der Zucker in Milligrammen pro 
100 ccm Blut angegeben. 
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Tabelle I. 

















a Zucker nach unserer 
Zucker nach Hagedorn Modifikation 
Blutprobe | y/5005- | Gl Blutprobe | y/5900- | ea 
i ucose ee | Glueose 
Na,8,0, Na,$,0; | F 
ccm me ecm mg 
I 1,47 0,068 I 1,37 0,059 
Il 1,51 0,061 Il 1,38 0,058 
III 1,68 0,082 III 1,52 0,034 
IV 1,67 0,034 IV 1,56 0,027 
V 1,70 0,029 V 1,55 0,029 
Vi 1,75 0,020 VI 1,59 0,022 
Kontroll-| Kontroll- iis = 
probe | sale es probe iyi 


2 cem n/5000-KJO; = 2,08 eem Na,S,Q,. 


Das anorganische Phosphat wurde nach einer von 
Myrback!?) beschriebenen Kombination der Embdenschen 
Fallungs- und Neumannschen Titrationsmethode bestimmt. 
Diese bequeme und schnell ausfiihrbare Methode hat sich bei 
unseren Serienbestimmungen sehr gut bewiihrt. 

Die Schenckfiltrate einer Versuchsserie wurden gleich- 
zeitig analysiert. 10 ccm des Filtrats wurden in saubere und 
trockene Zentrifugengliser von etwa 80 ccm Inhalt pipettiert. 
Das anorganische PO, wurde nun mit Embdenschem Strychnin- 
Molybdatreagens gefillt und nach den Angaben Myrbiacks 
zentrifugiert, mit 1°/,iger NaNO, gewaschen und schlieflich 
in der Regel in 2 ccm n/10-NaOH geldést. Die Auflésung des 
zentrifugierten Niederschlages fand bei Zimmertemperatur 
wihrend 1—2 Stunden unter wiederholtem Umschiitteln statt. 
Hierbei schied sich gewéhnlich ein aus feinen Nadeln be- 
stehender Niederschlag ab, welcher jedoch ohne Belang fiir 
die Resultate war. Hierauf wurde mit n/20-HCl zuriicktitriert, 
1 com HCl im UberschuB zugesetzt, CO, weggekocht und mit 
n/10-NaOH fertig titriert. Bei dem Titrieren kamen Mikro- 
biiretten mit 0,01 ccm Gradierung in Anwendung. 





1) Diese Zs. Bd. 148, S. 197 (1925). 
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Um aus den in oben erwahnter Weise festgestellten Mengen 
n/10-Lauge, die zur Neutralisation des Niederschlages nétig 
waren, die entsprechenden P,O,-Mengen zu erhalten, haben 
wir aus 16 Bestimmungen von Myrback den Faktor, mit 
welchem die Anzahl Kubikzentimeter n/10-NaOQH multipliziert 
werden muB, um die P,O,-Mengen in Milligramm zu erhalten, 
berechnet. Dieser Faktor = 0,366. 

In den Tabellen wird das Blutphosphat in Milligrammen 
P,O; pro 100 cem Blut angegeben. 

Die Milchsiure in dem Schenckfiltrat wurde nach Hirsch- 
Kaufmann’) der Hauptsache nach bestimmt. Da wir die 
Methode in einigen Punkten etwas modifiziert haben, geben 
wir in der Kiirze unser Bestimmungsverfahren an. 

Die nach Phosphat- und Zuckerbestimmungen restierende 
Menge des Schenckfiltrats kam in Anwendung. Die klare 
Flissigkeit wurde in einen engen, in 0,5 ccm graduierten Mef- 
zylinder gegossen, das Volumen abgelesen (Ablesung a), 1 ccm 
kalt gesittigter CuSO,-Lésung hinzugesetzt, etwa so viel 20°/,ige 
NaOH.-Lésung zugefiigt, dab die ausfallenden Cu(OH),-Flocken 
sich wieder gerade auflésten und das Volumen wieder ab- 
gelesen (Ablesung b) Die in dieser Weise neutralisierte 
Fliissigkeit wurde hiernach in die urspriingliche Flasche zuriick- 
gegossen und mit 1,5 g CaO (,zur Analyse“) versehen, auf His 
gebracht, um eine vollstiindigere Entfernung der Kohlenhydrate 
zu erzielen (Laquer), und wihrend 1—2 Stunden geschiittelt. 
Hierauf wurde zentrifugiert und in den oben erwahnten ge- 
waschenen Mefzylinder filtriert, auf Kohlenhydrate nach Mo- 
lisch gepriift, das Volumen abgelesen (Ablesung c) und die 
klare, deutlich alkalische Fliissigkeit in einen sauberen Erlen- 
meyerkolben von 100 ccm Inhalt iibergefiihrt. Danach wurde 
die Bestimmung genau nach Hirsch-Kaufmann fortgesetzt. 

Das Glykogen wurde nach de Jongh und Planelles’) 
bestimmt. Hierbei kam jedoch keine Vergleichsskala in An- 
wendung, weil wir kein reines Glykogenpriparat zur Verfiigung 
hatten. Dies war jedoch ohne Belang fiir unsere Zwecke, da wir die 





') Diese Zs. Bd. 140, 8. 25 (1924). 
2) Biochem. Zs. Bd. 154, S. 167 (1925). 
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durch das Insulin hervorgerufenen relativen V erinderungen des Gly- 
kogengehaltes verfolgen wollten. Wir haben den Glykogengehalt 
durch Ziffer von 1—10 angegeben, je nach der Stirke der Triibung. 
Bei den Glykogenbestimmungen nach de Jongh und 
Planelles ist zu beachten, daB die 25°/,ige Trichloressig- 
siurelésung immer frisch zu bereiten ist, am besten einige 
Stunden vor der Anwendung, denn sonst kénnen die Be- 
stimmungen miBlingen. Wir erhielten keine Triibung, wenn 
wir bei den Glykogenbestimmungen eine etwa 2 Wochen alte 
Trichloressigsiurelésung angewandt haben. 


Die Schafe ohne Insulin. 


Der Gehalt des Schafblutes an Zucker, anorganischer 
Phosphorsiure, Milchsiure und Glykogen bei niichternen Tieren 
ohne Insulin geht aus der Tab. II hervor. Diese Tabelle ent- 
halt eimige Analysen, welche 5—60 Minuten vor den Insulin- 
injektionen ausgefiihrt wurden. 


Tabelle II. 


Die Blutzucker-, Phosphorsaure-, Milchsiiure- und Glykogenwerte der 
Versuchstiere nach 50stiindigem Fasten vor der Insulininjektion. 





Blutzucker | Phosphat | Milchsaiure |Glykogen, 

Versuchs- Tas in mg per | in mg per| in mg per] Ver- 

Hor S 100 eem 100 cem 100 cem | hiltnis- 
Blut Blut Blut zahl 
Sehaf A 2. Il. 98,4 14,36 - — 
. 9, Il. 59,0 14,92 i _ 
f 30. III. 83,6 13,48 32,8 we 
_ 28. 1V. 58,0 12,00 10,8 ‘es 
Schaf B 6. LI. 81,6 19,04 -— —- 
" 18. III. 56,0 13,76 16,2 4 
15. IV. 57,0 23,00 8,2 ha 
‘ 1. %. oe 18,32 14,7 2 
Schaf C 14. III. 89,0 18,32 — 9 
i 22. IV. 71,0 13,92 9,8 9 
: 11, V. 57,0 19,48 10,7 10 
7 27. V. 71,0 — — _ 
Schaf D 1A, TY. 74,0 8,80 27,6 — 
28. IV, son 8,36 29,8 2 
‘ 27. V. i i 19,4 - 
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Wie ersichtlich, ist das anorganische Phosphat von den 
bestimmten Blutbestandteilen bei einem und demselben Tier 
den geringsten Schwankungen unterworfen. 


Versuche mit Insulin. 
In folgenden Tabellen sind die Resultate der Insulin- 
versuche mit Schafen vorgelegt. 


Tabelle III. 
Versuchstag 2. III. 


Schaf A. 





Injektion von 2 cem Insulin = 40 klin. Einh. 









































Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
matics (52 ~¢ | Zustand 
Blut- pro 5 n/10- | ™8 P.O; | «8 
Zeit - | pro C2, des 
probe vem | 2 @ [NaOH 10cem SSE] | 
Schenck- | = an 'Schenck- = © Schafes 
i$ eem | 2 
BE Greased” "| filtrat FB | 
I 15’ 0,246 | 98,4] 0,98 | 0,359 14,36 _ 
vor Inj. 
I] 45’ 0,238 | 95,2 | 0,75 | 0,275 11,00 normal 
nach Inj. 
I 2h 30/ 0,134 | 53,6 | 0,85} 0,311 12,44 i 
nach Inj. 
IV 4h 0,158 | 63,2] 1,00] 0,366 14,64 . 
nach Inj. | 
Tabelle IV. 
Schaf B. Versuchstag 6. III. 
Injektion von 4 cem Insulin = 80 klin. Einh. 
Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
samamean D ry Zustand 
Blut- — pro 5 n/19- | ™S P,0; 8 
Zeit ies an pro (9.2. des 
probe Seem FS =INaOH i0cem |SSE ' 
Schenck- ir on Schenck- ap”) FA Schafes 
filtrat & | °°™ — filtrat | 7 &. 
I ys 0,163 81,6 |] 1,80 0,476 19,04 ~~ 
vor Inj. 
II | 1°30’ 0,108 54,0] 0,90 0,329 | 18,16 | ein wenig 
nach Inj. miide 
Ill 45 0,111 55,6 | 1,05 0,584 15,36 | sehr schlaff 
nach Inj. 
IV - 0,111 55,6 | 1,02 0,373 14,92 | sehr miide, 
nach Inj. Erholung er- 
folgte spater 
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Tabelle V. 
Schaf A. Versuchstag 9. III. 


Injektion von 4 cem Insulin = 80 klin. Einh. 
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Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
slut- a pro 5 n/10-  ™&S P.O; wo & 
Zeit O04eem So _ ae 
probe Nie S = |NaOH 10cem (SSE 
Schenek- a = Schenck- so") 
filtrat | 5. com | filtrat | 7S 
I 15’ | 0,059 59,0] 1,02 0,373 14,92 
vor Inj. 
I] 30’ 0,058 58,0 | 1,05 0,384 15,36 
nach Inj. 
I 20 15/ 0,034 | 340] — - 
nach Inj. 
IV 3" 20’ 0,027 27,0] 0,95 0,348 13,92 
nach Inj. 
V 4” 45/ 0,029 29,0] 0,97 0,855 14,20 
nach Inj. 
VI 6 0,022 220] 0,92 0,337 13,48 
nach Inj. 














Tabelle VI. 
Schaf C. Versuchstag 14. ILI. 


Injektion von 4 cem Insulin = 80 klin. Einh. 


Das Tier 


yar sehr unruhig und nervés wegen seiner angeschwollenen 


Zustand 
des 
Schafes 


normal 





Milchdriisen. Das Schaf war nimlich vor 3 Tagen von zwei 3 Monate 
alten Liimmern getrennt. 
Zucker in mg = Anorgan. Phosphat 
2 = BS = Zustand 
© ii pro - 2 | nj10- 8 Pi | & 
2, Zeit ° 18s pro ee des 
= 08cem SElSRiIin ae & 
Ss ; S=|>'31NaOH 10cem SE Schaf 
aa) Schenck- ne aa oes Schenck- | %2 my Schates 
filtrat §& i So | filtrat |" & 
I 30’ 0,178 89,0] 9 1,25 0,458 18.32 | s. wider- 
vor Inj. spenstig 
u. unruhig 
II ls 0,194 97,0} — 1,28 0,450 18,00 | ruhiger 
nach Inj. 
IIT | 2307 0,092 460] 8 | 1,05 0,884 15,37 | miide 
nach Inj. 
IV 4 0,101 00,4 | 8 1,27 0,465 18,60 | schlaff 
nach Inj. 
V | 5"30’ 0,103 51,4] 5 | 1,25 0,458 18,32 | schlaff, 
nach Inj. spiiter Er- 
holung 
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Tabelle VII. 
Schaf B. Versuchstag 18. LI. 
Injektion von 5 ecem Insulin = 100 klin. Einh. 
Zucker in mg | S| Anorgan. Phosphat 
© a ', , ae itt 
2 = 58 Zustand 
© ro 5 born . | MSs P.O; |» 5 
8. Zeit 0 tie 8 otae n/10 pro 2,2 2 des 
= So S £/>'s!1NaOH 10cem SE Schafes 
jaa) Schenck- ‘ jee oe; | Schenck- oo enates 
filtrat 5, >] ccm | filtrat | * 3 
15’ 0,112 560] 4 | 094 0,844 |13,76) — 
vor Inj. 
IL 30)" 0,101 | 50,4]°4 | 0,78 0,267 | 10,68 | normal 
nach Inj. 
IIL 1h 0,062 31,0] 4 | 064 0234 9,36 , 
nach Inj. 
IV 2" 0,050 25,0] 4 | 0,77 0,281 11,24 | etwas 
nach Inj. miide 
vy] 3'15’ 0,057 28,4] 2 | 0.88 0,322 12,88 | miide 
nach Inj. 
VI {| 4°50’ 0,062 | 310) 2 | — _ a , 
nach Inj. 
VIL 6° 0,061 30,4] 3 | 0,87 06,318 | 12,72 | Besse- 
nach Inj. rung 
Milchsiure. 
a b c ac 4} Milch- 
Blut- Milch-| 5 —— |Séure pro 
Schenck- | poutr. KH-frei }n/100-J] Blut- | 100 ecm 
probe filtrat siure | menge Blut 
cem cem ccm ecm mg cem | in mg 
Leal 48,5 | 55,0 | 47,5 3,8 1,7 | 10,5 16,2 
IV+V 46,8 | 55,0 | 47,6 4,8 22 | 10,1 21,8 
VI+VII} 51,7 | 60,0 | 51,1 51 25 | 11,1 20,7 























: 
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Tabelle VIII. 
Schaf A. Versuchstag 30. III. 


bo 
bh 
len) 


Injektion von 5 cem Insulin = 100 klin. Einh. 








Zucker in mg Anorgan. Phosphat 


Blut- pro 5 mg P.O, & sais 
Zeit | oj lO | pro 19.8 des 
probe meme | ee NaOH 10 com |G ee : 
Schenck- — & cem | Schenck-| #0 Schafes 
filtrat of filtrat | 7 5, 
I 15’ 0,167 | 83,6 | 0,92 | 0,387 18,48]  wider- 
vor Inj. spenstig 
1 45 0,148 69,0 | 0,92 | 0,337 13,48 | wider- 
nach Inj. | spenstig 
Il 1° 30" 0,107 53,6 | 0,90 | 0,829 13,16 normal 
nach Inj. | 
[V 25 30’ 0,078 39,0 | 0,78 0,285 11,40 normal 
nach Inj. 
V 8" 30’ 0,070 35,0 | 0,75 0,275 11,00 | etwas miide 


nach Inj. 


VI 5" 80’ 
nach Inj. 


0,073 36,4 10,76 | 0,278 11,1 











2 |etwas miide 








ie 

ie, 

a 
3 


























Milchsiure. 
a b c ae Milchsaure 
Blut- | Schenck- tr. | KH-fret 1a/100-J Mileh-| 0— ae pro 
neutr. -frei jn/100- 
probe] filtrat | siiure | Blut- | 100 ccm Blut 
ecm ecm ecm ecm mg | Monge in mg 
| 58,0 70,0 60,5 9,0 4,1 12,5 32,8 
iI 57,6 70,0 | 60,0 — sie _ a 
Ul 58,0 70,0 59,7 5,8 2,6 12,4 21,0 
IV 57,3 70,0 59,8 5,7 2,6 12,3 21,1 
¥ 57,9 70,0 60,0 5,5 2,5 12,4 20,0 
VI 58,3 70,0 61,8 10,1 4,5 12,9 35,0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXI. 16 3 
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Tabelle IX. 
Schaf D. Versuchstag 11. IV. 
Injektion von 5 cem Insulin = 100 klin. Einh. 
Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
et Sk | * Zustand 
Blut- : pro © n/10- = P.O; 2 
Zeit | ae | pro WO xs des 
probe 0,8 cem | S 2 /NaOH| 10cem |*SE} . 
Schenck- | 7 = | Schenck- | so Schafes 
2 eem | gs 2 
filtrat 4 filtrat 2, 
—— =. 20 
I 10’ 0,148 | 74,0 | 0,60 | 0220 | 8,80 
vor Inj. | 
I 40’ 0,203 |101,6.| 0,52 | 0,190 | 7,60 | normal 
nach Inj. | 
I 1515’ | 0,145 | 72,4 | 0,48 | 0,176 7,04 | ein wenig 
nach Inj. miide 
IV | 2"45’ | 0,102 | 51,0 | 0,84 | 0,124 4,96 miide 
nach Inj. 
V 4" 10’ 0,102 51,0 | 0,47 0,172 6,88 miide 
nach Inj. | 
VI 5" 50" 0,100 | 50,0 | 0,43 0,157 6,28 normal 
nach Inj. | 
Milchsiure. 
a b c arc, Milchsaure 
Blut- Schenck- Milch- : g pro 
neutr.| KH-frei | n/100-J 
probe]  filtrat siiure | Blut- | 100 ecm Blut 
ecm ecm eem ecm mg | menge in mg 
I 55,0 | 65,0 | 54,8 7,1 | 3,2 | 11,6 27,6 
i] 56,6 | 65,0 | 57,0 5,4 | 2,4 | 12,4 19,4 
ll 56,3 | 65,0 | 56,3 91 | 4,1 | 12,2 85,2 
IV 57,7 | 65,0 | 53,0 | 106 | 4,8 | 118 40,7 
V 56,3 | 65,0 | 55,0 80 | 3,6 | 11,9 30,2 
VI 57,8 | 65,0 | 58,2 | 10,7 | 4,8 | 11,8 40,7 
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Tabelle X. 


Schaf B. Versuchstag 15. IV. 
Injektion von 7 ccm Insulin = 140 klin. Einh. 



























































Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
= | ¥ Zustand 
Blut : pro E n/10- mg P.O of 
Zeit a . 2 | pro |Qo4 des 
1 | probe hiss. |S =1NaOH) 10cem |S4SZ ' 
Schenek- | . = | Schenck- | 82 © Schafes 
filtrat | 5 | °™ | filtrat | ® &, 
I 10’ 0,114 57,0 | 1,57 0,575 =| 23,00 
vor Inj. 
45 0,103 51,4 11,46 0,584 | 21,36] normal 
nach Inj. 
| mm | 1230’ | 0,057 | 28,4 [1,31 0,479 | 19,16]  miide 
nach Inj. 
ig IV 2 30’ 0,054 | 27,0 | 1,38 0,505 | 20,20 miide 
nach Jnj. 
y | 325’ | 0,052 | 260 | 1,36 | 0,498 | 19,92 miide 
nach Inj. | 
vr | 4°45’ | 0,057 | 28,4 11,35 | 0,494 | 19,76 | Besserung 
nach Inj. 
1 vir | 5845’ | 0,064 | 32,0 | 1,35 | 0,494 | 19,76 | normal 
nach Inj. 
Milchsiure. 
_— a b c ae. , Milchs&ure 
Blat- | Schenck- Milch- pro 
e chene , 
neutr. | KH-frei | n/100-J 
probe| filtrat siiure | Blut- | 100 cem Blut 
lut ecm ccm ecm ecm mg | menge in mg 
x I 59,7 | 67,0 | 59,0 24 | 1,08 | 13,1 8,2 
Il 60,2 | 67,0 | 59,6 3,3 | 1,49 | 13,4 11,1 
Il 58,4 | 65,0 | 57,8 3,7 | 1,67 | 13,0 12,8 
IV 57,8 65,3 56,2 4,3 1,94 12,4 15,6 
V 59,6 | 66,4 | 58,5 3.7 | 1,67 | 13,1 12,8 
VI 60,5 | 67,2 | 58,0 4,0 | 1,80 | 13,0 13,9 
VII 61,3 | 67,6 | 60,2 3,6 | 1,62 | 13,7 11,8 
16* 


4 
i 
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Tabelle XI. 


Schaf C. Versuchstag 11. V. 
Injektion von 7 cem Insulin = 140 klin, Einh. 








| 
| 

















Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
© =| 
a S D = Zustand 
© ’ pro 3 = n/10- me E 20; © = 
i Zeit Stan | 2 pro | O29 + des 
3 . S = |>|NaOH| 10cem | SSE Schafe 
a Schenck- | = 91S ' Schenck- | toT Ay SCaates 
. ° cem | - ee 
filtrat 5 | filtrat | = & 
I] 5’ 0,057 | 57,0 }10] 1,35 | 0,487 19,48 
vor Inj. 
II} 40° 0,062 | 62,0 110] 1,23 | 0,450 18,00} normal 
nach Inj. 





III} 1°45’ | 0,036 36,0 |10] 1,15 | 0,421 | 16,84 | ein wenig 






































nach Inj. miide 
IV] 310’ | 0,039 39,0 ]10] 1,12 | 0,410 16,40 | miide und 
nach Inj. | schlaff 
Vi oa 0,039 39,0 110] 0,99 | 0,362 14,48] miide 
nach Inj, 
Vil 720’ | 0,045 45,0 | 8] 1,12 | 0,410 | 16,40 |Besserung 
nach Inj. 
VIL} 9° 45’ — — 6}; — -~ —_— normal 
nach Inj. 
Milchsiaure. 
a b c ac, Milchsiiure 
Blut- | Se . Milch-}] } ~ ro 
probe pine nan tase ‘agai siure | Blut- | 100 ho Blut 
ecm eem ecm ecm mg | menge in mg 
I 57,0 | 64,0 | 54,6 2,9 | 1,81 | 12,2 10,7 
Il 57,8 | 65,0 | 55,0 32 | 1,44 | 12,2 11,8 
lI 58,7 | 64,0 | 54,0 5,3 | 2,39 | 12,4 19,3 
IV 59,6 | 66,1 | 56,0 88 | 3,96 | 12,6 31,4 
V 59,0 | 65,5 | 54,5 4,7 { 2,12 | 12,4 17,1 
VI 58,3 | 65,0 | 54,5 33 | 1,49 | 12,2 12,2 
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Tabelle XII. 


Schaf D. Versuchstag 28. IV. 

i0 Min. vor der Blutprobe I wurden 20 cem steriler 25°/,iger Glucose- 
lésung (= 5 g Glucose) eingespritzt. 

Injektion von 8 cem Insulin 


= 160 klin. Einh. 












































Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
2 gs 8 ee | Zustand 
© _ pro Ss 81 n/10- | MS P.O; | o§ 
& Zeit Siok ee | sel] | pro |S on] des 
2 hy, |S 2] > |NaOH) 10cem | SSS Schaf 
a Schenck- ~ ool as | Rehenele. sos chafes 
(ee ee Oe ee ho 
I} 5’ 0,143 1430121057 0,209 98,36 | normal 
vor Inj. 
II} 30’ 0,178 §178,0]2]0,51 0,187 7,48 
nach Inj. 
II] 1515’ | 0,188 | 188,0]2]0,42 | 0,154 6,16 
nach Inj. 
IV] 2°35’ | 0,091 91,0] 210,39 0,148 , 72 
nach Inj. 
Vi 4°10’ | 0,053 53,0|—] 0,86 0,182 5,28 
nach Inj. 
VI] 6'10’ | 0,054 54,0/1]0,54 0,198 7,92 
nach Inj. 
VIL} 720’ | 0,051 51,0]01066 0,242 9,68 
nach Inj. 
VII} 8°85’ — oj — — — - 
nach Inj. 
Milchsaure. 
a b c aC Milchsiaure 
Blut- | Schenck Mileh-} 5° pro 
ut- | Schenck- = ; ' 
ae i neutr.| KH-frei | n/100-J siure | Blut. | 100 cem Blut 
ecm ecm eem ecm mg | menge in mg 
I 59,0 | 65,2 | 56,0 8,3 | 3,73 | 12,7 29,3 
II 58,5 | 66,0 | 56,5 7,0 | 3,15 | 12,5 25,2 
Il 60,3 | 67,0 | 58,0 6,9 | 3,11 | 13,1 23,7 
IV 61,0 | 68,0 | 58,0 | 10,8 | 4,86 | 13,0 37,4 
V 59,8 66,0 56,5 8,2 | 3,70 | 12,8 29,0 
VI 61,2 | 680 | 585 | 12,9 | 581 | 132 44,0 
VI 59,1 | 65,3 | 56,1 | 12,0 | 5,40 | 12,7 42,5 
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{5 Min. vor der Blutprobe I wurden 20 cem steriler 25°/,iger Glucose- 
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Scha 


Tabelle XIII. 
f B. Versuchstag 11. V. 


lésung (= 5 g Glucose) eingespritzt. 


Injektion von 8 ccm Insulin = 160 klin. Einh. 
























































Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
5 — - Zustand 
° ’ pro | 5 Sp n/10- | mg P.O; | _. 5 
& Zeit pins ©. = | pro OS 4 des 
= ’ SZ] >INaOH 10cem (SSE Schaf 
pO Schenck- | 7 & 1% ‘Schenck. | se= AA] Schates 
: i eem | Ae 
filtrat 2, | filtrat 2, 
I 5’ 0,080 80,0 | 2 | 1,25 | 0,458 18,32 
vor Inj. 
Ii] 40’ 0,058 58,0 | 211,06 0,888 15,52 | normal 
nach Inj. 
II] 1"10’ | 0,045 45.0 | 3] 1,05 |) 0,884 = 15,86 z 
nach Inj. | 
IV} 3'15’ | 0,028 280 1411,08 0,895 15,80] miide 
nach Inj. 
Vi 5h’ 0,030 30018] 1,11 0,406 16,24 " 
nach Inj. 
VI] 725’ | 0,027 27,0 |—] 1,05 0,884 ~—- 15,86 | Erholung 
nach Inj. 
VII} 9°35’ —— - 1; — — ~~ normal 
nach Inj. 
| 
Milchsiiure. 
a b c Gee, Milchsiure 
Blut- | Schenck- | Milch-| 5 pro 
neutr.| KH-frei |n/100-J] _.. 
probe] filtrat siure | Blut- | 100 ccm Blut 
ecm ecm ecm ecm mg | menge in mg 
I 62,0 | 69,0 | 60,1 4,4 | 1,98 | 13,5 14,7 
ll 62,1 | 69,0 | 59,6 34 | 1,58 | 13,4 11,4 
Ill 61,2 | 68,3 | 59,2 3,1 | 1,40 | 13,3 10,5 
IV 61,2 | 67,7 | 59,0 7,1 | 3,20 | 13,3 24,0 
V 63,0 | 70,0 | 60,8 6,3 | 2,84 | 13,6 20,9 
VI 61,2 68,2 59,2 7,3 3,29 | 13,3 24,7 
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Tabelle XIV. 
Schaf D. Versuchstag 27. V. 
25 Minuten vor der Blutprobe I wurden 4 g Glucose und 2 g einer 
Be- Mischung von KH,PO, und Na,HPO, (py = 7,4), in 20 eem Wasser 
gelést und sterilisiert, eingespritzt. 
Injektion von 4,5 cem Insulin = 90 klin. Einh. 
: Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
= Zustand 
id Blut- ati pro iS n/10- | mg P.O, of 
Zeit id iinn te | pro o.5 +2 des 
probe ae 'S = {NaOH 100cem SE Schafes 
8 Schenck- ye |Schenck- 2% >™ a 
| cem |~ >, Ss ¢ 
filtrat | &, | filtrat § = & 
I 1’ 0,188 1380] 0,89 0,826 | 18,04 
vor Inj. 
I] 40’ 0,184 134,0] 0,57 0,209 8,36 normal 
; nach Inj. 
Il 1° 25’ 0,100 100,0}] 0,40 0,146 5,84 ein wenig 
nach Inj. miide 
IV 2° 50’ 0,049 49,0 | 0,22 0,081 3,24 | ein wenig 
nach Inj. miide 
V 4°50’ 0,054 54,0 | 0,27 0,099 3,96 | Besserung 
nach Inj. 
" VI | 6°50’ 0,054 54,0] 0,85 0,128 5,12 normal 
8 nach Inj. 
l 
Milchsiure. 
ee $e 
a b C Ue 4 Milchsiure 
Blut- Schenck- Mileh- b pro 
neutr. | KH-frei |n/100-J 
- probe]  filtrat | siiure | Blut- | 100 cem Blut 
cem cem eem ecm mg | menge in mg 
; I 58,0 | 63,8] 54,8 5,3 | 2,39 | 12,3 19,4 
II 58,8 | 65,0] 56,8 6,6 | 2,97 | 12,8 23,2 
“ Ul 58,3 | 64,3] 56,2 7,4 | 3,33 | 12,7 26,2 
IV 59,6 | 65,6 | 57,4 6,8 | 3,06] 13,0 23,5 
V 59,0 | 65,2] 57,5 | 16,7 | 7,52] 13,0 57,8 
VI 60,0 | 66,3} 58,0 9,6 | 4,32 | 131 33,0 























Aus den oben vorgelegten Versuchsresultaten geht ein- 
deutig hervor: 
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1. DaB gleichzeitig mit der Zuckerverminderung 
auch eine Verminderung des anorganischen Phosphats 
im Blute durch Insulininjektion erfolgt. Wie aus den 
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Fig. 1. 40 Ein. Insulin. Fig. 2, 80 Einh. Insulin. 


Kurven in Fig.') 1—10 deutlich hervorgeht, ist der Verlauf 
der Zucker- und Phosphatkurven im Blute bei In- 
sulinwirkung gleichartig. In einer Versuchsserie, wobei vor 
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Fig. 3. 80 Einh. Insulin. Fig. 4. 100 Einh. Insulin. 


der Insulininjektion Glucose und Phosphat injiziert wurden, um 
die Phosphorylierung des Zuckers noch deutlicher zum Vorschein 
zu bringen, war eine enorme Verminderung — 75,2°/, — des 


') In den Figuren 1—14 ist der Zucker in mg per 50 cem, die Milch- 
siure und das Phosphat in mg per 100 cem Blut ausgedriickt. 











1g 
ts 
an 





EKinwirkung des Insulins auf den Zucker-, Phosphatgehalt usw. 237 


anorganischen Phosphats im Blut zu konstatieren (Fig. 11). 
Durch Glucoseinjektion allein ohne Phosphat wurde die durch 
Insulin hervorgerufene Phosphorylierung nicht verstirkt. 
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Fig. 5, 100 Einh. Insulin. Fig. 6, 100 Einh, Insulin. 


2. Der Milchsiuregehalt des Blutes wird in der 
Regel durch Insulininjektion bedeutend oder stark 

















, | “45 \ Phosphat} 
\ a ps ey Rides, eo ae oe 
ee ly, eal : | “WR | 
Cy aad af ‘Up er> ‘s 6" he ae) 
70 a —+ ihre 10¥- : — - 
Oo | | 
| 
| | 
| | = ew 
i L . : _ ee om —<-- pe 
ea? eas ani Gee ee a, “mae 
Fig. 7, 140 Efnh, Insulin. Fig. 8. 140 Einh. Insulin. 


erhoéht. Der Verlauf der Milchsiurekurve ist jedoch stark 
schwankend und zeigt steiles An- und Absteigen. 

3. Das Glykogen im Blute bleibt bei Insulinwirkung ziem- 
lich konstant. Erst nach 5—6 Stunden wird es stark vermindert. 
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5 g Glucose + 160 Einh. Insulin, 
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Fig. 11. 
2 g Phosphat + 4 g Glucose + 30 Einh. Insulin, 
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Fig. 12, 
300 mg NaF ohne Insulin, 
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Versuche mit Insulin + NaF. 


In einer friiheren Mitteilung') haben wir berichtet, dab 
Insulin, zusammen mit NaF eingespritzt, eine Blutzucker- 
erhéhung bei Kaninchen hervorruft. Diesen merkwiirdigen 
KinfluB der F-Jonen haben wir in der Weise zu erklaren ver- 
sucht, daB die Insulinwirkung — Aktivierung der Synthese 
des Hexosephosphats — zwar nicht von NaF beeinflubt, dab 
aber die Spaltung des Hexosephosphats durch F-Ionen ge- 
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Fig. 13. Fig. 14. 
200 mg NaF + 50 Einh. Insulin. 1g Phosphat +400 mg NaF +10 Einh. Insulin. 


hemmt wird. Dadurch wiirde auch die Milchsiurebildung 
verhindert. 

Um das Versuchsmaterial iiber die Wirkung des Natrium- 
fluorids zu erweitern, haben wir neue Versuche mit Schafen 
angestellt. In den Tabellen XV—XVII sind die Resultate 
dieser Versuchsserien zu finden. 

Diese Versuche bestiitigen unseren friiheren Befund, be- 
treffend die Blutzuckererhéhung durch NaF. Die Tab. XV 
zeigt, daB Nak’ schon allein ohne Insulin eine starke Erhéhung 
des Blutzuckers beim normalen Tier, welches natiirlich schon 
Insulin im Blute enthilt, hervorruft. Durch NaF wird auch 
das anorganische Phosphat im Blute herabgesetzt. 





') Chem. Ber. Bd. 59, S. 45 (1926). 
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Tabelle XV. 


Schaf A. Versuchstag 28. IV. 
Injektion von 7,5 ccm 4°/,iger NaF-Loésung (= 300 mg NaF) 
ohne Insulin. 












































Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
eB) SED come eonanaveneene =| — a 
3 = pro = Sp n/10- me FO, 28 Zustand 
a, Zeit Sw ig pro 9D 4 des 
c 04ceem 68 ‘ lato 
a Schenck- hee i Schenck- ap Charles 
filtrat 5 com filtrat | & 
7 — ————— — —_ aan _ ann —_ ] — = = — 
I 5’ 0,053 | 53,0 | 4] 0,82) 0,300 | 12,00] 
vor Inj. | | = 
| 130’ | 0,091 910 15] 0,89 0,825 | 13,04] & 
nach Inj. | S 
I} 3'40’ | 0,077 77,0 [5] 064 0,284 | 936] 8 , 
nach Inj. a = 
IV] 65’ 0,084 84,0 [51] 0,55 0,201 | 804] # & 
nach Inj. = 
Vi gots’ 0,083 83,0 | 4] 0,61 0,228 8,92 d 
oh 
nach Inj. - 
VI} 11525’ | 0,088 | 830 | 4] 0,54 0,198 7,92] & 
nach Inj. 
Milchsiure. 
a b c ae, Milchsiure 
Blut- | Schenck- Milch-| b ° pro 
‘ neutr.| KH-frei |n/100-J 
probe | filtrat siiure | Blut- | 100 cem Blut 
cem ecm cem ccm | mg | Menge in mg 
I 61,0 | 68,5] 59,8 3.2 | 1,44] 13,3 10,8 
nt 55,2 | 62,0] 51,3 3,7 | 1,67] 11,4 14,6 
Ill 62,0 | 70,0] 60,0 5,9 | 2,66] 13,3 20,0 
IV 61,6 | 69,0] 59,2 4,1 | 1,84] 18,2 14,0 
V 61,9 | 69,0] 59,0 4,7 | 2,11] 18,2 16,0 
VI 61,8 | 70,0} 60.8 2,9 | 1,30] 13,4 9,7 























In den Versuchsserien XVJ und XVII ist die NaF-Menge 
im Verhiltnis zur Insulindose zu klein gewesen, weshalb der 
Blutzucker anfangs bedeutend gesunken ist. Die Erhéhung 


des Milchsiiuregehaltes zeigt, daB die angewandten NaF-Mengen 
nicht ausreichend waren, die Phosphatasewirkung zu unter- 
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Tabelle XVI. 
Schaf C. Versuchstag 22. LV. 
Injektion von 5 eem 4°/,iger NaF-Lésung (= 200 mg NaF) 
sowie 2,5 cem Insulin = 50 klin. Einh. 
Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
@  —— aes nai . 
Pa ° >) ra n/10 ~~ 2 
S Zeit Stem | 2 eee. pro O.5 4 des 
=) ti % = | {]NaOH 10cem & S25! ., 
aa Schenck- — ae Schenck- 2 SF Schafes 
filtrat & vem | filtrat | 2 & 
I 5” 0,071 71,9 | 9] 0,95 0,348 13,92 
vor Inj. 
II > 15" 0,057 57,0 | 9 | 0,95 0,348 13,92 }ein wenig 
nach Inj. miide 
UI gh 0,050 5000/9] - on sel sehr 
nach Inj. schlaff 
lV B18’ 0,052 52,0 | 9 | 0,95 0,348 13,92 sehr 
nach Inj. schlaff 
V gh 0,059 59,0 | 9] 0,82 0,800 12,00] miide 
nach Inj. 
VI] 11°45’ 0,082 82,0 | 9] 0,71 0,260 10,40 | Besserung 
nach Inj. 
Milchsiiure. 
a b c ee Milchsiure 
| ~ |neutr. | KH-frei [n/100 J 
probe | filtrat | siiure | Blut- | 100 ccm Blut 
eem eem ecm eem mg }menge in mg 
I 61,0 | 66,8] 57,5 29 | 1,8 | 13,2 9,8 
I 61,0 | 67,3] 57,0 21 | 0,9 | 12,9 7,0 
Ill 61,3 68,6 59,3 5,3 2,4 13,3 18,0 
IV 62,0 | 688] 58,4 28 11,3 | 13,2 9,2 
V 64,0 | 70,6] 62,2 7.8 | 35 | 141 24.8 
VI 61,0 | 67,0] 59,2 a7 | 1,2 | 135 | 9,9 
driicken. Es war darum in diesen Versuchsserien kaum eine 


stirkere Phosphorylierung als in denjenigen mit Insulin allein 
zu finden. — Ubrigens scheint es, daB die Wirkung des 
Natriumfluorids sehr kompliziert ist. 
ist noch zu klein zum Erkliren der Wirkung. 


Unser Versuchsmaterial 
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Tabelle XVII. 


Schaf C. Versuchstag 27. V. 


30 Minuten vor der Blutprobe I wurde 1 g einer Mischung von KH,PO, 
und Na,HPO, (py = 7,4), in 6 cem H,0O gelést und sterilisiert, eingespritzt. 
Injektion von 10 ccm 4°/, iger NaF-Lésung (= 400 mg NaF) sowie 
0,5 ecm Insulin = 10 klin. Einh. 























Zucker in mg Anorgan. Phosphat 
_— | a — 1 aa | | led 
Blut- — pro 5) n/10- | mg P,0; _« 5 
Zeit ioaes | ae ("| pro 2.5 4 des 
probe il Cf NaOH 10cem SSE Schaf, 
Schenck- | = Schenck- ww chafes 
filtret | & | “™ | filtrat | * &. 
5’ 0,071 71,0 | 1,36 0,498 | 19,92 
vor Inj. | | 
I] 1" 10’ 0,044 44,0 | 1,52 0,556 | 22,24] ein wenig 
nach Inj. | miide 
Il | 4" 20’ 0,063 68,0 | 1,19 0,486 | 17,44 miide 
nach Inj. | | | 
IV | 6°15’ | 0,072 720] 0,97 0,355 | 14,20 sehr 
nach Inj. | miide 
V | 9"35’ 0,076 76,0] 0,95 0,848 | 13,92 | Besserung 
nach Inj. | | 
VI 12° 5’ 0,077 77,0 | 0,87 0,318 | 12,72 normal 
nach Inj. | 


SchluBfolgerungen. 


In seiner ersten Mitteilung tiber das Insulin?) hat der eine 
von uns die SchluBfolgerung gezogen, daB das Insulin den 
Zuckerabbau im Organismus férdert, indem es die 
Zymophosphatbildung aktiviert. Schematisch ist diese 
Auffassung folgenderweise auszudriicken ?): 





io > Glykose 
| Co-Zymasewirkung | Insulinwirkung 


| 
Glykogen Hexosediphosphat 


A 
| Unbekannte 3-Kohlenstoffverbindungen 
] 
Y 
i ——-Milchsiiure 








') Virtanen, Chem. Ber. Bd. 58, S. 696 (1925). 
4) Virtanen, Biochem. Zs. Bd. 171, S. 76 (1926). 
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Diese Annahme wurde zuerst auf Grund der Beobachtung, 
daB Welcome-Insulin die von Co-Zymase befreiten Milch- 
siurebakterien zu aktivieren vermag, ausgesprochen. Bewiesen 
wurde sie jedoch durch diese Beobachtung nicht, denn es war 
mdglich, daB das angewandte Insulinpriiparat neben Insulin 
auch andere Stoffe enthielt, auf welche die beobachtete Akti- 
vierung zuriickzufiihren war. 

Unsere vorliegenden Versuchsresultate stimmen 
nun vollstindig mit der obigen Auffassung iiberein. 
Der Umstand, daB einerseits anorganisches Phosphat nach 
Insulininjektion organisch gebunden wird und da diese Ver- 
minderung des freien Phosphats deutlich im Zusammenhang 
mit der Blutzuckersenkung steht, und daB andererseits die 
Milchsiure beim Sinken des Zuckers und Phosphats erhdht 
wird, laBt sich am besten mit dem obigen Schema vereinigen. 

Welche Teilreaktion Insulin in dem Reaktionssystem: 
Glucose -» Hexosephosphat aktiviert, ist nach unserer Aul- 
fassung zurzeit unmdglich zu entscheiden. Die Phosphorylierung 
ist niimlich in ihren Einzelheiten noch vollstindig unklar. Geht 
der Phosphorylierung eine Isomerisierung der Glucose voran, 
dann kann es, wie Winter und Schmidt?) und Lundsgaard?’) 
behaupten, méglich sein, da8 Insulin eben bei dieser Isomeri- 
sierung angreift. Die Wirkung des Insulins sollte auch in 
solchem Falle als Phosphateseaktivierung zum Vorschein 
kommen. Wie gesagt, wollen wir noch keinen Standpunkt in 
dieser Frage einnehmen. 

Was dann die Beziehung des Insulins zu Co-Zymase be- 
trifft, so liegen die Verhiltnisse hier sehr unklar. DaB Insulin 
und die Co-Zymase der Hefe miteinander nicht identisch sind, 
scheint sicher zu sein.’) Die beiden Aktivatoren sind jedoch 


1) Jl. of Physiol. Bd. 57, S. 100; Bd. 58, S. 327 (1924). 

?) Lundsgaard u. Holboell, Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, 8. 453 
(1924); Bd. 65, S. 305 (1925). 

*) Euler u. Myrbick, Chemie d. Zelle u. Gewebe Bd. 12, 8. 57 
(1925); Euler, Jorpes u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 149, S. 60 (1925); 
Jorpes, Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 155, S. 187 (1926); Virtanen, 
Biochem. Zs. Bd. 171, S. 76 (1926). 
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bei der Phosphorylierung wirksam. Ob sie dieselbe Teilreaktion 
dabei aktivieren, laBt sich nicht sagen. 

Mit dem Ausdruck, welchen wir friiher angewandt haben, 
daB Insulin eine Co-Zymase!) ist, haben wir eben die Tatsache 
betonen wollen, daB die Wirkung der beiden Aktivatoren bei 
der Phosphorylierung des Zuckers zum Vorschein kommt. Fiir 
die Co-Zymase ist nimlich die Phosphateseaktivierung schon 
friiher bewiesen worden. 





) In einer friiheren Mitteilung [Biochem. Zs. Bd. 171, 8S. 76 (1926) 
hat der eine von uns hauptsichlich auf Grund der Beobachtung von 
Meyerhof [Diese Zs. Bd. 102, 8. 1 (1918), daB Blutserum die ausge- 
waschene Trockenhefe nicht aktiviert sowie auf Grund der Mitteilung 
von Euler u. Myrbick [Diese Zs. Bd. 133, S. 270 (1924)], nach welcher 
die Trockenhefe durch frisches Blut bei optimaler py, nicht aktiviert wird, 
angenommen, dai Blut die Co-Zymase nicht enthilt. In einer soeben 
erschienenen Mitteilung iiber die Co-Zymase [Diese Zs. Bd. 155, S. 155 
1926 ] erwihnt jedoch Euler in einer FuBnote, da8 Blut die ausgewaschene 
Trockenhefe aktiviert. Mit Simola hat der eine von uns auch eine Akti- 
vierung der gewaschenen Trockenhefe durch aufgekochtes Blut gefunden. 
Das Blut enthilt also Co-Zymase. 
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Zur Kenntnis der enzymatischen Umwandlungen der 
Aldehyde II. 
Von 
Karl Myrbiick und Willy Jacobi. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. September 1926.) 


In der ersten Untersuchung aus dem hiesigen Labora- 
torium iiber die Beschleunigung der Cannizzaroschen Um- 
wandlung des Acetaldehyds durch Hefe!) wurde iiber Versuche 
berichtet, die den Zweck hatten, klarzulegen, in welchem Grade 
die Reaktion als eine enzymatische betrachtet werden kann. 
Die Versuche bilden also eine Erginzung zu einer Unter- 
suchung von Neuberg und Hirsch?), wo gezeigt wurde, daf 
in bicarbonat-alkalischer Lésung der Aldehyd stabil ist, aber 
in der Gegenwart von Hefe zerfaillt. Josephson und Euler 
fanden, daB bei allen in Frage kommenden Aciditiiten die spon- 
tane Umlagerung des Aldehyds nicht in Betracht kommt, sondern 
daB die Umwandlung in Anwesenheit von Hefe der Tatigkeit 
von Enzymen zugeschrieben werden muB. Damit ist in Uberein- 
stimmung, daB eine zu 70° bzw. 100° erhitzte Hefensuspension 
wirkungslos ist. 

Bisher wurde nur frische Hefe gepriift. In unseren Ver- 
suchen haben wir nun das Verhalten der Trockenhefe gegen- 
iiber Acetaldehyd untersucht. Wir fanden, da die Trocken- 
hefe wie die frische Hefe die Cannizzarosche Umlagerung 
stark beschleunigt. 


———. 





1) Josephson und Euler, Diese Zs. Bd. 135, 8. 49 (1924). 
*) Neuberg und Hirsch, Biochem. Zs. Bd, 96, S.175 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXI. 17 
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1. Versuchsanordnung. 


Frisch bereitete Lésungen von Kahlbaums Acetaldehyd 
kamen immer zur Anwendung. Der Aldehyd wurde nach 


Ripper bestimmt. Das Reaktionsgemisch bestand aus: 


Hefe, in 4°/,iger Phosphatlésung aufgeriihbrt (20 ccm) 
10 cem etwa 2°/,ige Aldehydlésung 
Wasser und Zusiitze 


50 cem Volumen 

Beim Beginn eines Versuches und nach verschiedenen 
Zeiten wurden Proben von 5ccm herausgenommen und in 
10ccm 0,2 n-Kaliumbisulfitlésung einpipettiert. Nach 15 Min 
wurde mit einer 0,123 n-Jodlésung zuriicktitriert. Die Aciditit 
in der Versuchsmischung wurde elektrometrisch kontrolliert. 
Jede Versuchsmischung wurde in einer verschlossenen Flasche 
wihrend der Versuchszeit maschinell geschiittelt. 


2. Vergleich zwischen frischer und getrockneter Hefe. 


Die in dieser Untersuchung angewendete Trockenhefe ist 
aus der untergirigen Bierhefe H hergestellt. In der folgenden 
Versuchsreihe kam in jedem Versuch 2g Trockenhefe oder 
frische Hefe in einer Menge, die demselben Trockengewicht 
entspricht. 

Zum Vergleich haben wir auch die von Josephson und 
Euler angewendete Hefe R untersucht (frische Oberhefe). Da 
in vielen Versuchen recht lange EKinwirkungszeiten ndétig sind, 
wire es wiinschenswert, ein passendes Antiseptikum in der 
Lésung zu haben. Wir untersuchten darum die Einwirkung 
von Thymol auf die Aldehydumlagerung. 

















Aldehydmenge in g, gefunden nach 
Hefe Thymol einer Zeit von 

0 | 5 18 Stunden 

pa a ANS AER RN IR RTD aeons ~ ~ RS ER Te EE = Saosteonantananeinsen-ntssciasiootanntentnanenusaeadlinpeapemgernesanddneainssitainepieGaeaersipeasanmaretenrona a 
- Ohne 0,195 0,085 0,009 
Frische H Mit 0,195 0,151 0,143 
a | Ohne 0,184 0,182 — 0,108 
rockenh. H Mit 0192 0165 0,187 
ne | Ohne 0,195 | 0,051 | 0,024 
— Mit 0,195 | 0,148 | 0,140 
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Das Verschwinden des Acetaldebyds, das durch frische 
Hefe bewirkt wird, tritt also auch unter Anwendung von 
Trockenhefe ein, nur ist die Geschwindigkeit eine viel kleinere. 


In diesem Falle ist die Enzymwirkung der Trockenhefe etwa 


40°/, von der derselben Hefe in frischem Zustande. (Auf das- 
selbe Trockengewicht bezogen.) Von den zwei Rassen R und H 
wirkt in lebendem Zustande die Oberhefe R etwas stiirker. 

Durch Thymol wird die Enzymwirkung in allen Fallen 
stark geschwiacht, doch prozentisch viel stirker bei der frischen 
Hefe. Die bei dem Trockenhefeversuch eintretende Hemmung 
von etwa 45°/, war recht reproduzierbar. (Gesittigte Lésung 
von Thymol.) In den folgenden Versuchen kam deshalb in 
einigen Fallen Thymol in den Versuchslésungen, wobei immer 
Versuche mit und ohne Antiseptikum gleichzeitig angestellt 
wurden. 

3. Abhangigkeit von der Aciditat. 


Josephson und Euler stellten fest, daB mit trischer 
Hefe die Reaktionsgeschwindigkeit nicht sehr stark von der 
Aciditat der Versuchslésung abhiingt. Die Reaktion ging bei 
Py, = 4 nur unbedeutend langsamer -als bei p,, = 6—7. Mit 
der Trockenhefe haben wir jetzt die Aciditiitsabhingigkeit fest- 
gestellt. 

Versuch A. Ohne Thymol. 2g Trockenhefe H. 





Py beim Ver- g Aldehyd nach einer Zeit von 

suchsbeginn 0 | 7 21 Stunden 
4,5 0,178 | 0,154 | 0,124 
6,6 0178 | 0,113 | 0,090 
8,2 0173 | 0145 |  o119 





Versuch B. Mit Thymol gesiattigt. 

















Pq beim Ver- g Aldehyd nach einer Zeit von 

suchsbeginn 0 | 5,5 18 42 Stunden 
4,4 0,210 0,192 | 0,184 0,184 
5,6 0,210 0,190 | 0,175 0,170 
6,7 0,210 0,165 | 0,146 0,140 
7,5 0,210 0,181 | 0,165 0,146 
8,1 0,210 0,184 |; 0,171 0,143 








17” 
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Versuch C. Mit Thymol. Kleinere Aldehydmenge. 

















PH beim Ver- | g Aldehyd nach einer Zeit von 

suchsbeginn 0 | 4 | 7,5 | 21 | 33 Stdn. 
4,5 0,122 0,113 0,105 0,084 0,076 
5,4 0,122 0,105 0,086 0,070 0,059 
6,5 0,122 0,095 0,059 0,048 0,036 
8,0 0,122 0,113 0,097 0,078 0,075 

















In der Figur sind die verschwundenen Mengen Aldehyd 
in den 3 Versuchen bei der zweiten Bestimmung (also nach 
7 bzw. 5,5 und 4 Stunden) in Prozenten von der totalen 
Aldehydmenge angegeben. 


40 r y = See 
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Man findet also ein deutliches Maximum der Reaktions- 
geschwindigkeit bei p,, = 6,5. Bei den in Frage kommenden 
kleinen Umsiitzen ist die Acidititsverschiebung nur sehr klein, 
was natiirlich festgestellt wurde. Bei der Trockenhefe ist das 
Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit viel mehr ausgeprigt 
als bei der frischen Hefe. Es ist bemerkenswert, daB dieselbe 
Beziehung auch bei anderen Hefenenzymen gefunden worden 
ist. So ist es durch mehrere Untersuchungen festgestellt worden, 
daB das Zymasesystem der frischen Hefe ein sehr breites Acidi- 
titsoptimum besitzt'), wihrend das Optimum der Giarung der 
Trockenhefe schmal ist und bei p,,=6,4 liegt.”) Es ist denk- 
bar, daB das breitere Optimum der frischen Hefe in beiden 
Fallen darauf beruht, daB die lebenden Hefezellen eine von 


1) Siehe z. B. Euler und Heinze, Diese Zs. Bd.108, S$. 165 (1919). 
?) Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 131, 8.179 (1923/1924)3 
Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, S. 30 (1924). 
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derjenigen der umgebenden Fliissigkeit abweichende Aciditit 
in ihrem Inneren aufrechthalten kénnen. 


4. Uber die Léslichkeit des Enzyms usw. 


Zu den folgenden Versuchen wurde das zu untersuchende 
Praparat in 20 ccm 0,3-molarer Phosphatlésung mit p,, = 6,7 
zu der mit Wasser auf 30ccm verdiinnten Aldehydlésung ge- 
geben. Zu Versuch a wurden 2g Trockenhefe mit 30ccm der 
Phosphatlésung 2 Stunden geschiittelt und die abzentrifugierte 
Hefe in 20ccm neuer Phosphatlésung aufgeschlammt. In Ver- 
such b wurden 20 ccm des Zentrifugates gepriift. 




















Ver- Enzympriiparat g Aldehyd nach einer Zeit von 
such 0 | 5 | 19 | 28Std. 
a |Gewaschene Hefe 0,240 | 0,205 0,183 0,172 
b | Extrakt aus derselben Hefe} 0,240 | 0,236 0,227 0,219 
¢ |2g Trockenhefe 0,240 | 0,178 0,138 0,119 
d |2g gekochte Trockenhefe | 0,240 | 0,232 _ 0,219 
e |Ohne Hefe 0,240 | 0,236 | — | 0,226 


Der Versuch e bestiitigt den Befund von Neuberg und 
Hirsch sowie von Josephson und Euler, daB ohne Hefe 
keine nennenswerte Zersetzung des Aldehyds eintritt. Das Er- 
gebnis ihrer Versuche, daf& die Hefe durch Kochen ihre Wirk- 
samkeit verliert, wird auch bestiitigt (Versuch d). 

Wie der Versuch b und viele andere Versuche (s. unten) 
zeigen, ist ein Wasserextrakt aus Trockenhefe vollig inaktiv. 
Die wirksamen Stoffe sind also unléslich oder an unléslichen 
Stoffen so fest gebunden, daB sie durch Waschen mit Wasser 
nicht abgelést werden. 

Der Versuch a zeigt im Vergleich mit Versuch e, dab 
durch das Waschen der Trockenhefe mit der Phosphatlésung 
und nachherige Entfernung der Waschfliissigkeit der gréBte 
Teil der Wirksamkeit verloren geht. Dies kann nun ent- 
weder darauf beruhen, da wihrend des Waschens ein Teil 
des Enzyms irreversibel zerstért worden ist, oder darauf, daB 
in der Phosphatlésung ein Aktivator des Enzyms vorhanden 
ist. Um die Entscheidung zu treffen, wurden Versuche an- 
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gestellt, wo zu der ausgewaschenen Hefe Hefenextrakt usw. 
gesetzt wurde und die Aktivitaét der Mischung dann in gewohn- 
licher Weise bestimmt. 


5. Hat das Enzym einen léslichen Aktivator? 


In folgender Versuchsreihe wurde zu den Versuchen b bis d 
je 2g Hefe mit 30ccm Wasser 2 Stunden geschiittelt und dann 
zentrifugiert. In den Zentrifugenglasern wurde die Hefe dann 
3mal mit je 30ccm Wasser gewaschen und schlieBlich wie 
gewohnlich in Phosphatpuffer aufgeschlimmt. Der in Ver- 
such d angewandte ,,Kochsaft“ wurde durch Aufkochen einer 
Mischung von einem Teil Trockenhefe und 10 Teilen Wasser 
und Filtrieren hergestellt. 


Versuch A. 























Ver- Enzympriiparat g Aldehyd nach einer Zeit von 
such 0 | 6 | 20 Stdn. 
a Unvorbehandelte Hefe 0,224 (| 0,168 | 0,146 
b Ausgewaschene Hefe 0,224 | 0,214 | 0,214 
c Ausgewaschene Hefe+ 20cem | 0,224 — 0,189 | 0,178 
Waschwasser | | 

d | Ausgewaschene Hefe +20cem | 0,224 | 0,184 | 0,173 
Kochsaft | 

e | Ohne Hefe 0,224 0,219 | 0,219 
Versuch B. Die Lésungen mit Thymol gesittigt. 

Enzympriparat g Aldehyd nach einer Zeit von 
0 | 55 | 20 | 44Stdn. 
Ausgewaschene Hefe 0,216 | 0,205 | 0,205 0,200 
Ausgewaschene Hefe + 20 cem 0,216 0,184 | 0,175 | 0,170 
Waschwasser | 


Ausgewaschene Hefe + 20cem | 0,216 | 0,184 0,175 | 0,170 
Kochsaft | 


20cem Waschwasser 0,216 —- | =— 0,209 
Ohne Hefenpriiparat 0216 | — | — | 0,218 











Beide Versuchsreihen zeigen, daB die Trockenhefe, die 
beim Auswaschen den gréBten Teil ihrer Wirkung gegeniiber 
Acetaldehyd verliert, von dem Waschwasser und vom Hefe- 
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kochsaft stark aktiviert wird. Wir miissen also annehmen, 
daB beim Waschen ein wasserléslicher Aktivator entfernt wird, 
der auch im Kochsaft vorhanden ist und also wenigstens kurz- 
dauerndes Kochen ertrigt. Weitere Versuche ohne Thymol- 


zusatz wurden jetzt angestellt. 


Versuch C. 





Enzympriparat 


g Aldehyd nach einer Zeit von 











2g ausgewaschene Hefe 
2¢ ” » + 20ccem 
Waschwasser 


2g ausgewaschene Hefe + 20 cem 
Kochsaft 


20eem Waschwasser 





Versuch D. 








0 7 21 Stdn. 
0,190 0,160 0,149 
0,190 0,138 0,130 
0,190 0,127 0,111 
0,190 0,190 0,186 





Enzympriparat 


3 g Trockenhefe 
38 g ausgewaschene Hefe 


3g . ” 

3 sg 9 ” + 20 eem 
Waschwasser 

3 g ausgewaschene Hefe + 20 ccm 
Kochsaft 


20 cem Waschwasser 
20 eem Kochsaft 





0 


0,162 
0,162 
0,162 
0,162 


0,162 


0,162 
0,162 


| g Aldehyd nach einer Zeit von 


2 | 28 Stdn. 
0,135 0,052 ! 
0,162 0,140 
0,162 ons 
0,135 0,092 
0,135 0,085 | 
0,161 0,159 
0,162 0,156 


Diese Versuche zeigen wie die friiher beschriebenen, daf 
der Wasserextrakt sowie der Kochsaft allein keine Abnaime 
der Aldehydmenge bewirken. Weiter bestiitigen die Versuche 
das Ergebnis, da8 die trockne Unterhefe durch Extraktion mit 
Wasser ihre Fiihigkeit verliert, die Cannizzarosche Reaktion 
zu beschleunigen, und da sie durch den Extrakt bzw. durch 
Hefekochsaft wieder wenigstens teilweise aktiviert wird. Es 
galt nun, zu untersuchen, ob der Aktivator niher charakteri- 


slert werden kénnte. 
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Versuch E. 
Enzympriiparat g Aldehyd nach einer Zeit von 
0 | 2 18 Stdn. 
2 g ausgewaschene Hefe 0,132 0,132 0,116 
2 : » +20cem | 0,132 0,103 0,070 
Waschwasser 
2g ausgewaschene Hefe + 20 ccm 0,132 0,100 0,080 
Kochsaft 
2g ausgewaschene Hefe + 20 ecm 0,132 0,119 0,092 
Kochsaft, 30 Min. gekocht 
2g ausgewaschene Hefe + 20 ccm 0,132 0,119 0,106 
Muskelkochsaft 
Versuch F, 
Enzympriparat g Aldehyd nach einer Zeit ven 
0 3 | 65 | 19 |278td. 
2g ausgewaschene Hefe 0,178 | 0,178 0,180 0,170 | 0,165 
Ke » + 30cem 0,178 | 0,156 | 0,137 | 0,121 | 0,120 
Waschwasser | 
2g ausgewaschene Hefe + 30 cem [0,189 | 0,156 0,135 | 0,124 | 0,120 
Kochsaft | | 
2 g ausgewaschene Hefe + 30 ccm |0,189 | 0,175 0,165 | 0,140 | 0,138 
Kochsaft, 1 Stde. gekocht | 








Diese Versuche zeigen, da der Aktivator auch in Muskel- 


kochsaft vorkommt. 


Wird Hefekochsaft lingere Zeit (1 Stde.) 


gekocht, wird seine aktivierende Wirkung stark geschwicht. 


Der Aktivator ist also thermolabil. 


Da8 die aktivierende Wir- 


kung auf das Enzym der Cannizzaroschen Reaktion nicht in 


einer Salzwirkung besteht, wird 


durch die Versuche mit lange 


gekochtem Saft bewiesen. In einer besonderen Versuchsreihe G. 


haben wir auBerdem untersucht, 


wie die Reaktionsgeschwindig- 


keit von der Phosphatkonzentration abhingt. 


Versuch G. 


2g 'Trockenhefe. 














g Aldehyd nach einer Zeit von 


Phosphat- 
konzentration 0 | 3 | 6,5 | 19 | 27 Stdn. 
— 0,170 0,151 | 0,188 | 0,118 0,110 
0,06-molar 0,170 0,143 | 0,122 | 0,100 0,092 
0,18-molar 0,170 0,148 | 0,111 | 0,094 0,084 
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In den beiden letzten Versuchen ist also die Anfangs- 
geschwindigkeit dieselbe. Die Anderung der Phosphatkonzen- 
tration durch den phosphatreichen Kochsaft kann also fiir die 
Aktivierung nicht von Bedeutung sein, da die Phosphatkonzen- 
tration in den Versuchsmischungen immer 0,12-molar oder 
gréBer war. 


6. Zusammenfassung. 


Die Cannizzaro-Umlagerung des Acetaldehyds wird nicht 
nur von frischer Hefe, sondern auch von ‘Trockenhefe be- 
schleunigt. Aus der T'rockenhefe kann das Enzym mit Wasser 
nicht extrahiert werden. Dagegen wird beim Waschen mit 
Wasser ein Aktivator entfernt. Die ausgewaschene trockene 
Unterhefe ist also inaktiv. Durch Zusatz von Waschwasser 
oder von Kochsaft (kurz gekocht) wird sie wieder aktiv. Ob 
der in diesem Falle wirksame Aktivator mit anderen in der 
Hefe vorkommenden Co-Enzymen (Co-Zymase, Co-Reduktase) in 
Beziehung zu setzen ist, ist noch nicht klar. Weitere Versuche, 
iiber die spiter eine Mitteilung erscheinen soll, haben Anhalts- 
punkte dafiir erbracht, daB die drei Aktivatoren identisch sind. 





Methylglyoxal als Abbauprodukt der Glykose. 


Von 


E. Toenniessen und W. Fischer. 





(Aus der medizinischen Klinik Erlangen. Direktor: Prof. Dr. L. R. Miller.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Oktober 1926.) 


Nachdem Embden?) den exakten Nachweis der Milch- 
siurebildung aus Kohlehydrat erbracht hatte, warf er sehr 
bald die Frage auf, welcher Stoff als Durchgangsprodukt 
zwischen Hexose und Milchséure gebildet wiirde, da eine un- 
mittelbare Entstehung der Milchsiiure aus Hexose nicht wahr- 
scheinlich war. Er fand’), daB Glycerinaldehyd durch Blut- 
kérperchen, durch zellfreien wiBrigen Extrakt von Blutkérper- 
chen und bei der Leberdurchblutung rascher in Milchsiure 
iibergeht als Traubenzucker und Dioxyaceton und nahm des- 
halb an, daB der Abbau des Traubenzuckers zunichst tiber 
Glycerinaldehyd, also eine Triose, verliuft.*) Kurz danach 
beobachteten Neuberg*) und unabhingig von ihm Dakin 


1) Vgl. das letzte Ubersichtsreferat von Embden, Klin. Wochenschr. 
Nr. 9, S. 401 (1922). 

2) Embden, Baldes u. Schmitz, Biochem. Zbl. Bd. 45, S. 108 
1912); Griessbach, Biochem. Zbl. Bd. 50, S. 457 (1918). 

3) Meyerhof gibt in einer Fu8note zu einer kiirzlich erschienenen 
Arbeit (Biochem. Zs. Bd. 159, S. 432 (1925) zwar an, daB Dioxyaceton 
und Glycerinaldehyd von verschiedenen Rattengeweben langsamer in 
Milchsiiure verwandelt werden als Traubenzucker, doch braucht hierzu 
wohl noch nicht Stellung genommen zu werden, da genauere Mitteilungen 
fehlen. 

*) Neuberg, Biochem. Zbl. Bd. 49, S. 502, 1913 und Bd. 51, 8. 484 
(1913). 
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und Dudley’), daB in fast allen tierischen Geweben ein 
Ferment vorkommt, welches eine andere Triose, niimlich den 
Ketonaldehyd Methylglyoxal (CH,COCHO) energisch in 
Milchsiiure verwandelt. Dieses Ferment wurde von Neuberg 
Ketonaldehydmutase, von den amerikanischen Autoren Gly- 
oxalase genannt. Neuberg*) nimmt auberdem an, daB auch 
bei der Vergirung des Traubenzuckers durch Hefe Methyl- 
glyoxal als Zwischenprodukt auftritt. Ferner machen es die 
letzten Untersuchungen Meyerhofs*) wahrscheinlich, daB ,,die 
Methylglyoxalase einen ‘Teilbestandteil des glykolysierenden 
Fermentes bildet, in &bhnlicher Weise wie die Carboxylase 
einen Bestandteil der Zymase (Neuberg) darstellt“. All diese 
Befunde legten die Vermutung nahe, daB die gesuchte Durch- 
gangstorm zwischen Hexose und Milchsiure das Methylglyoxal 
ist, wenn natiirlich auch die Méglichkeit offen blieb, daB aus 
dem Traubenzucker zunichst durch Sprengung einer Aldol- 
bindung Glycerinaldehyd und aus diesem durch Wasser- 
abspaltung Methylglyoxal entsteht. Doch wurde bisher ein 
absoluter Beweis fiir die Bildung des Methylglyoxals aus 
Zucker nicht erbracht, denn das Methylglyoxal selbst war 
weder im Siugetierkérper, noch bei der Hefegiirung nach- 
gewiesen worden. JDeshalb fahndete der eine von uns 
(Toenniessen)*) schon bei friheren Untersuchungen iiber die 
Acetaldehydbildung im Saugetierorganbrei auch nach Methyl- 
glyoxal und konnte diesen Ketonaldehyd in Gemischen von 
Muskel und Pankreasbrei in vereinzelten Fillen, und dann nur 
in minimalen Spuren nachweisen. Der Nachweis geschah mit 
der von Denigés*) angegebenen Methode (Farbreaktion und 
Spektrum vgl. unten), auf die mich Herr Giinther Scheibe, 
auBerordentl. Prof. fiir Chemie in Erlangen, aufmerksam machte. 
In jiingster Zeit haben wir, nachdem sich das Interesse in 





) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, 8.155 und 423 
(191). 

*) Vel. die letzte Zusammenfassung Neubergs, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 3624 (1922). 

5) Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 159, 8. 432 (1925). 

*) Toenniessen, Diese Zs. Bd. 133, S. 158 (1924). 

*) Denigés, C. R. Bd. 148, 8. 172, 422 (1909). 
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verstarktem Grade dem Methylglyoxal zugewendet hat (vg. 
Fottschalk?), diese Untersuchungen wieder aufgenommen. 

Versuchsplan. Es mufte angenommen werden, daB das 
Methylglyoxal durch Fermentwirkung aus einer Muttersubstanz 
gebildet wiirde. Zum Nachweis dieses Vorganges muBte das 
fermenthaltige Organ zerkleinert in einer bestimmten Fliissig- 
keit suspendiert werden, aus welcher nach Ablauf des Ver- 
suches das Methylglyoxal zu isolieren war. 

Wie friiher, wurde ein Gemisch von frisch zerkleinerter 
Muskulatur (Zwerchfell vom Schwein) und Pankreas (Schwein) 
verwendet, da das von den Muskelzellen eventuell gebildete 
Methylglyoxal durch die Gegenwart der Antiglyoxalase 
des Pankreas nicht in Milchséure iibergeht und so fiir 
den Nachweis erhalten bleibt. AuBerdem war daran zu denken, 
daB die Pankreashormone infolge ihrer sonstigen Bedeutung 
fiir den Kohlehydratumsatz auch auf die Bildung von Me- 
thylglyoxal von EinfluB sein kénnten. Da viele, in der 
Zwischenzeit unternommene Versuche ohne Zusatz irgendeines 
Kohlehydrates negativ verlaufen waren, mufte daran gedacht 
werden, die vermutete Muttersubstanz des Methylglyoxals 
kiinstlich zuzusetzen. Als solche kamen in Betracht Glykogen, 
Glykose und vor allem Hexosephosphorsiureester, da diese 
nach Embdens?) Forschungen die eigentliche Betriebssubstanz 
des Muskels darstellen. Wir verwendeten zunichst Fructose- 
diphosphorsaures Natrium, da dieses von den Elberfelder 
Farbwerken leicht erhiltlich ist. Diese bei der Hefegirung 
gebildete Hexosediphosphorsiure galt bis vor kurzem als iden- 
tisch mit der Hexosediphosphorsiure der Séugetiermuskeln, 
dem Lactacidogen Embdens, scheint es aber auf Grund 
neuester Untersuchungen (Brugsch)*) nicht zu sein. Brugsch 
schligt deshalb vor, das Lactacidogen Myophosphat, dagegen 





1) Gottschalk, Klin. Wochenschr. Nr. 51, 8. 2454 (1925); derselbe, 
Der Kohlehydratumsatz in tierischen Zellen, Jena, Gustav Fischer, 1925. 

2) Embden, Diese Zs. Bd. 93. S. 94 (1914) und Bd. 118, S. 1 u. 10 
(1921). 

’) Brugsch u. Mitarbeiter, Med. Klinik Nr. 3, 8. 81 (1926); Diese 
Zs. Bd. 157, S. 186 (1926). 
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die Hexosephosphorsaiureverbindung der Hefe als Zymophos- 
phat zu bezeichnen. Wir schlieBen uns dieser Benennung 
vorliufig an. Auf jeden Fall aber sind beide Substanzen sehr 
nahe verwandt (sie liefern das gleiche Osazon) und da das 
Myophosphat nach der Phosphorsiureabspaltung durch Alkali 
einen linksdrehenden Zucker, nimlich d-Fructose liefert, 
schienen uns Versuche mit der Fructosediphosphorsiure als 
aussichtsreich und den wirklichen Verhiltnissen, d. h. der 
Spaltung des Myophosphats, sehr nahe kommend. AuSerdem 
wird nicht nur das Myophosphat, sondern auch das Zymo- 
phosphat vom MuskelpreBsaft in Milchsiiure und Phosphor- 
siure gespalten, d. h. ebenso angegriffen, wie das Myophosphat 
(vgl. das Referat von Schmitz).}) 


Methode. Pankreas und Zwerchfellmuskulatur vom Schwein, 
gleich nach Schlachten des Tieres herausgenommen und fein gehackt, 
wurden meist im Verhiiltnis von 2:1 und in der Gesamtmenge von 10 
bis 20g in 100 cem Fliissigkeit (von verschiedener Zusammensetzung, 
meist 1°/,iger Lésung von fructosediphosphorsaurem Natrium in aq. dest.) 
suspendiert, zum Teil mit Phosphat auf p,, 6,8 gepuffert, zum Teil mit 
NaHCO, eben lackmusneutral gemacht, zum Teil auch sauer gelassen. 
Einige Versuche wurden ohne Desinfizienz 5 Stunden bei 37° im Brut- 
schrank durchgefiihrt (vgl. Neuberg und Gottschalk)’*), bei den 
meisten wurden nach 5 Stunden 2ecem Chloroform zugesetzt und die 
Kélbchen weitere 19 Stunden bei 37° gelassen. Nach Ablauf des Ver- 
suches wurde enteiweibt (3—6 cem m/1 H,PO,, 0,2 g MgSO, und 10 cem 
kolloidales Eisen (Ferr. oxyd. dialys. [Merck] zugesetzt), das eiweiBfreie 
Filtrat mit 5 cem 25°/,iger H,SO, angesiiuert und bei 15 mm Druck 
etwa ?/, des Volumens in eisgekiihlte Vorlage iiberdestilliert. Zur An- 
reicherung event. gebildeten Methylglyoxals wurde das Destillat mit 
einer Messerspitze CaSO, versetzt und bei 15mm Druck auf 4—5 cem 
eingeengt. Dieser Riickstand wurde vom ungelésten CaSO, abfiltriert 
und unmittelbar auf Methylglyoxal untersucht. Das Methylglyoxal wurde 
folgendermaBen nachgewiesen: 

1. Nach Denigés*’) dureh Farbreaktion und Spektrum: 0,4 ccm 
der zu untersuchenden Fliissigkeit werden mit 0,1 cem 4°/,iger Kodein- 
lésung und 2cem konz. H,SO, versetzt: sofort zeigt sich Blaugriin- 
firbung (die tagelang anhilt) und Absorptionsstreifen im Rot. Die 





") Schmitz, Klin. Wochentchr. Nr. 9, S. 432 (1922). 
7) Neuberg u. Gottschalk, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 164 (1924). 
’) Denigés, C. R. Bd. 148, 8. 172, 422 (1909). 
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Farbreaktion ist iuBerst scharf und gelingt noch bei Verdiinnungen, bei 
denen die folgende Reaktion versagt. 

2. Als Osazon mit p-Nitrophenylhydrazin (Neuberg u. Kansky)'): 
2 cem der zu untersuchenden Lésung werden mit 0,5 cem einer 2°/, igen 
Lésung von p-Nitrophenylhydrazin in 50°/,iger Essigsiiure versetzt. Bei 
Anwesenheit von Methylglyoxal fallt in kurzer Zeit (einige Minuten) das 
Osazon tiefrot aus, zum Teil ohne erkennbare Krystallform, bei gréBeren 
Mengen in Form feinster, etwas gebogener, radiir angeordneter Nidel- 
chen. Die Mengen waren aber immer nur sehr gering und geniigten 
nicht zum Umkrystallisieren. Trotzdem diirfte, wie die Schmelzpunkts- 
bestimmungen ergaben, schon bei der ersten Fallung ein reines Produkt 
vorgelegen haben. Der Niederschlag wurde gleich nach seiner Bildung 
von der Mutterlauge abfiltriert, mit ganz verdiinnter Essigsiiure nach- 
gewaschen und im Vakuumexsiceator getrocknet. Zur Schmelzpunkts- 
bestimmung wurden die Niederschliige mehrerer Versuche gesammelt. 
Der Schmelzpunkt eines nach Pinkus?) aus Dioxyaceton hergestellten, 
dreimal aus Pyridin umkrystallisierten Priparates war 282°. Neuberg 
gibt fiir ein aus Pyridin durch Wasser oder Toluol gefilltes Produkt 
277° an. — Das Osazon des in unseren Versuchen biologisch 
gebildeten Methylglyoxals ergab einen Schmelzpunkt von 
277°, die Mischprobe des biologischen Priparates mit dem aus Dioxy- 
aceton priparativ dargestellten Methylglyoxals ergab einen Schmelzpunkt 
von 279°. Es diirfte also tatsichlich Methylglyoxal vorgelegen haben. 


Ergebnisse. 


In den Gemengen von Muskel- und Pankreasbrei 
(auch Pankreatin-Rhenania) war die Bildung von Methyl- 
glyoxal nachweisbar, wenn der Suspensionsfliissigkeit 
1°/, fructosediphosphorsaures Natrium zugesetzt war. 
Andere Kohlehydrate (Glykogen, Traubenzucker) waren wir- 
kungslos. Kontrollversuche mit Zymophosphat allein (ohne 
Organzusatz) ergaben kein Methylglyoxal. 

Die Bildung von Methylglyoxal trat sowohl bei neutraler 
wie schwachsaurer Reaktion ein (es handelte sich also nicht 
um die durch Alkaliwirkung aus Traubenzucker bzw. Fructose 


einsetzende Bildung von Methylglyoxal), die bereits von Neu- 


cn ee 


1) Neuberg u. Kansky, Chem. Ber. Bd. 41, 8S. 956 (1908); Neu- 
berg, Biochem. Zbl. Bd. 49, S. 504 (1918). 
*) Pinkus, Chem. Ber. Bd. 31, 8S. 36 (1898). 
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berg!) und anderen, zuletzt von Fischler?) beschrieben 
wurde. Phosphatpufferung der Suspensionsfliissigkeit (p,, 6,8) 
verbesserte die Ausbeute nicht, ergab sogar etwas weniger 
Methylglyoxal. 

Muskulatur und Pankreas allein ergab aus Zymophosphat 
nur minimale Bildung von Methylglyoxal, deutlich weniger als 
das Gemisch beider Organe, und auch nicht regelmaiBig. Die 
Bildung von Methylglyoxal aus Zymophosphat lieB sich auch 
durch Extrakte von Muskel- und Pankreasbrei herbeifiihren 
(25g Organbrei mit 100 ag. dest. und 2 ccm Chloroform 
24 Stunden im Eisschrank extrahiert, zam Versuch beide Ex- 
trakte vereinigt und 1°/, Zymophosphat zugesetzt). 

Auf Grund der Versuche war zu folgern, daB sowohl die 
Muskulatur als auch das Pankreas ein Ferment be- 
sitzt, welches die Bildung von Methylglyoxal aus 
Hexosephosphat bewirkt. Die Erhéhung der Methyl- 
glyoxalbildung durch ein Gemisch beider Organe baw. 
Extrakte fiihren wir darauf zuriick, daB die Antiglyoxalase des 
Pankreas die Zerstérung des hauptsichlich von der Muskulatur 
gebildeten Methylglyoxals, d. h. den Ubergang des Keton- 
aldehydes in die entsprechende Oxysiure (Milchsiure) ver- 
hindert. Eine Erhéhung der Ausbeute an Methylglyoxal wurde 
folgendermaBen zu erreichen versucht. Da Neuberg und 
Gottschalk’) beobachtet hatten, daB Aceton—Atherbehand- 
lung der Leber die acetaldehydbildende Funktion nicht 
schidigt, aber die aldehydzerstérende Funktion aufhebt (so 
daB ohne Zusatz des Aldehydabfangmittels CaSO, bei Ver- 
wendung von Acetonleber mehr Aldehyd nachweisbar bleibt 
als bei Verwendung frischen Organs mit Abfangmittel), wurde 
dieses Verfahren auch hinsichtlich der Methylglyoxalbildung 
versucht, aber ohne Erfolg: Acetontrockenpulver aus Leber 
und Muskulatur bildeten in Hexosephosphatlésung kein Methyl- 
glyoxal. 





1) Neuberg, Biochem. Zbl. Bd. 55, S. 495 (1913) und Bd. 71, S, 144 
1915). 

*) Fischler, Diese Zs. Bd. 157, S. 1 (1926). 

®) Neuberg u. Gottschalk, Biochem. Zs. Bd. 151, S. 169 (1924). 
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Da ferner Dakin und Dudley?) angeben, daB durch 
kurzes Erhitzen auf 60° die Glyoxalase zerstért wird, wurde 
wiBriger Muskelextrakt 3 Minuten auf 60° erhitzt und 
dann zu 1°/, mit Zymophosphat versetzt. Nach 24 Stunden 
war Methylglyoxal deutlich nachweisbar (krystalli- 
nische Fallung des Osazons). Das glykolytische Ferment, 
welches aus dem phosphorylierten Zucker Methylglyoxal bildet, 
blieb also beim kurzen Erhitzen auf 60° erhalten, wahrend 
die Glyoxalase zerstért wurde. Dakin und Dudley geben 
weiterhin an, daB schon geringe Mengen saurer Valenzen, 
z. B. 0,;1°/,ige Essigsiure die Glyoxalase ebenfalls zerstéren. 
Wir extrahierten deshalb Muskulatur mit 0,2°/,iger Essigsiure 
und versetzten diesen Extrakt (nach seiner Neutralisation) mit 
Zymophosphat. Hierbei wurde jedoch kein Methylglyoxal ge- 
bildet, also waren wohl die beiden Fermente zerstort. 

Zusatz von CaSO, zum Organbrei, wodurch bekanntlich 
nach Neuberg?) der Acetaldehyd zu einem gewissen Teil ab- 
gefangen und so vor weiteren Umsetzungen bewahrt wird, hat 
auf die Ausbeute von Methylglyoxal keinen EinfluB. 

Insulin (10 EKinheiten sofort, 10 Kinheiten nach 3 Stunden 
zugesetzt) erhéhte die Ausbeute an Methylglyoxal nicht er- 
kennbar. Ebenso war Lactatzusatz wirkungslos. Dakin und 
Dudley (a. a. 0.) geben an, daB die Reaktion Methylglyoxal 

> Milchsiiure umkehrbar sei, bei unserer Versuchsanordnung 
zeigte sich dies also nicht. 

Wir hoffen, daB die Ausbeute an Methylglyoxal sich 
durch Verwendung von Myophosphat, sowie durch Verbesse- 
rung der Methode erhdhen lift (Abfangmittel fiir Methy!- 
glyoxal, anderes Anreicherungsverfahren, reichlichere Aus- 
fillung des Methylglyoxals als p-Nitrophenylosazon durch 
Erhitzen), so daB auch die quantitativen Verhaltnisse be- 
urteilt werden kénnen. In qualitativer Beziehung sind wir der 
Ansicht, da8 der Nachweis des Methylglyoxals auf Grund der 
charakteristischen Farbenreaktion einschlieBlich des spektroskopi- 





1) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem, Bd. 14, 8. 423 (1918). 
*) Neuberg, Zs. f. Botanik Bd. 11, S. 180 (1918); Neuberg und 
Nord, Biochem. Zbl. Bd. 96, 8.141 (1919). 
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schen Befundes sowie des Schmelzpunktes des Osazons mit 
hinreichender Sicherheit erbracht ist. Bei der angewendeten 
Isolierungsmethode des Methylglyoxals kénnte biochemisch zu- 
nichst auch eine andere Triose (Dioxyaceton oder Glycerin- 
aldehyd) gebildet worden sein, denn diese gehen durch die 
Destillation bei schwefelsaurer Reaktion in Methylglyoxal iiber. 
Wir halten es aber fiir wahrscheinlich, dab der biologische 
ProzeB selbst bis zum Methylglyoxal (auf Grund der 
Embdenschen Befunde vielleicht itiber den Glycerinaldehyd 
unter H,O-Abspaltung) gefiihrt hat, da hiermit das Vor- 
kommen des auf Methylglyoxal eingestellten Fermentes am 
besten erklirt wird. 

Der Nachweis, daB aus Hexosephosphorsiiure auf biologi- 
schem Wege Methylglyoxal gebildet wird, ist im Hinblick auf 
den gesamten Abbau der Kohlehydrate von wesentlichem 
Interesse. 


Erstens kann Methylglyoxal in Milchsiure itibergehen 
und es wiire so die Entstehung der Methyl- und Carboxy]- 
sruppen der Milchsiure aus den Alkohol- und Aldehydgruppen 
der Hexosen bzw. Triosen erklart. Ks ist sehr wohl médglich, 
daB die gesamte Milchsiurebildung des Skelettmuskels aus 
dem Myophosphat sich auf dem Wege iiber das Methylglyoxal 
volizieht. Dabei braucht es nicht zur Anhiufung leicht nach- 
weisbarer Mengen von Methylglyoxal zu kommen, denn die 
Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsiure geschieht viel 
rascher als die Spaltung der Hexose in Methylglyoxal (vgl. 
Meyerhof).}) 

Zweitens kann das Methylglyoxal zu Brenztraubensiure 
oxydiert werden. Dakin und Dudley?) haben bereits gezeigt, 
daB  Phenylglyoxal bei der Leberdurchblutung in Pheny]l- 
glyoxylsiure iibergehen kann, und so die Umwandlung eines 
Ketonaldehyds in die entsprechende «a-Ketonsiure nach- 
gewiesen. Methylglyoxal wiirde demgem’iB zu Brenztrauben- 
siure oxydiert werden und durch den Nachweis des Methyl- 


') Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 159, S. 432 (1925). 
*) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, S. 29 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXI, 18 
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glyoxals ist eine Méglichkeit fiir die Entstehung von a-Keton- 
siiuren aus Zucker aufgedeckt. 

Drittens gibt der Nachweis des Methylglyoxals Aufschlu 
iiber die Frage, an welcher Substanz des Kohlehydratabbaues 
die Oxydation einsetzt. Der anaerobe Abbau der Kohlehydrate 
ist bis zur Milchsiure bereits nachgewiesen [Fletcher und 
Hopkins), Meyerhof}.”) In Ubereinstimmung mit Gott- 
schalk*), Woodyatt*) und Lusk 4), sowie auf Grund eigener 
Untersuchungen®) méchten wir aber bezweifeln, daB die Milch- 
siiure der Oxydation unterliegt (wenigstens in gré8erem Um- 
fang), sondern vielmehr annehmen, da die Mailchsiiure zu 
Glykogen wiederaufgebaut wird, wihrend gleichzeitig eine be- 
stimmte Menge Glykogen iiber einen anderen Weg oxydatiy 
abgebaut wird (dem verbrauchten Sauerstoff entsprechend). 
Diese Koppelung von Synthese und Oxydation hat bekanntlich 
Meyerhof?) aufgedeckt. Durch den Nachweis des Methyl. 
elyoxals wird die Annahme berechtigt, da® der oxydative 
Kohlehydratabbau iiber Methylglyoxal fihrt und dak 
die Oxydation der Kohlehydrate am Methylglyoxal 
einsetzt. 

Viertens erscheint es von Interesse, daB auch der oxy- 
dative Abbau der Kohlehydrate im Muskel an die Phosphory- 
lierung gebunden ist, da nur bei Zusatz von Hexosephosphat 
die Bildung von Methglglyoxal nachweisbar war, ebenso wie 
auch der anaerobe Zuckerzerfall bis zur Milchsiure nur in 
Gregenwart von Phosphaten vollstandig verliuft (Meyerhof).’ 

') Fletcher u. Hopkins, Jl. of Physiol. Bd. 35, 8. 247 (1907): 
Bd. 43, S. 286 (1911); Bd. 47, S. 361 (1918). 

*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd.175, 8.20, 88 (1919); Bd. 1&2, 
S. 232, 284 (1920); Bd. 185, S. 11 (1920); Bd. 188, S. 114 (1921); Bd. 191, 
S. 128 (1921); Bd. i95, S. 22 (1922); Bd. 204, S. 295 (1924). 

*) Gottschalk, Kohlehydratumsatz in tierischen Zellen. Jena, 
1925, S. 10. 

*) Woodyatt, Wells Chem. Pathol. Philadelphia u. London, 1914. 

*) Lusk, Vortrag im College of Physicians in Phildadelphia, 1916; 
derselbe, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 334 (1925). 


°) Toenniessen, KongreB f. inn. Med. Wien, 1923. 
’) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 
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An den in der vorliegenden Mitteilung erbrachten Nach- 
weis der Methylglyoxalbildung aus Hexosephosphat schlieBen 
sich die Untersuchungen Toenniessens!) iiber den Abbau 
der Brenztraubensiure unmittelbar an. Die durch Oxydation 
des Methylglyoxals entstandene Brenztraubensiure wird zu 
Essigs&ure abgebaut, und zwar anscheinend ohne die 
Zwischenstufe des Acetaldehyds zu durchlaufen. Denn in 
einem Versuch, in dem reichlich Brenztraubensiure in Kssig- 
siure tbergegangen war, konnte trotz Zusatz des Aldehyd- 
abfangmittels CaSO, nicht mehr Acetaldehyd nachgewiesen 
werden als in der brenztraubensiurefreien Kontrolle. Doch 
sind hieriiber noch weitere Untersuchungen notig. Auf jeden 
Fall aber scheint die Bedeutung des Acetaldehyds hin- 
sichtlich des Kohlehydratumsatzes noch nicht véllig geklirt. 
Dagegen geht die Bildung von Essigsiure aus Brenztrauben- 
siure auch aus Versuchen hervor, die Knoop?) mit der 
y-Phenyl-@-aminobuttersiure durchfihrte. Diese Saure wird 
beim Hund nach Verfiitterung acetyliert ausgeschieden. Wird 
gleichzeitig Brenztraubensiure gegeben, so steigt die Menge 
des ausgeschiedenen Acetylproduktes um 50°/,. 

Auf Grund der erwiihnten Tatsachen liBt sich der oxyda- 
tive Abbau der Kohlehydrate und der ,,Kreislauf der Milch- 
saure“ folgendermafen schematisch darstellen: 


Glykogen 
[A 
Y 
y-Glykose <_—_—__——_ a, J-Glykose 
| A 
Y 
Hexosediphosphorsiure unbekannte Zwischenstufen 
A 
Y . 
Methylglyoxal (Glyoxalase) Milchsiure 
Brenztraubensiure 
! 
Essigsaiure 





') Toenniessen, Kongre8 f. innere Med., Wiesbaden 1926. 
”) Knoop, Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 200 (1922). 
18* 
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An die Kssigsiure schlieBen sich dann die von Thun- 
berg!) und Ahlgren?) angenommenen Substanzen an: 
Bernsteinsiiure --> Fumarsiiure > Apfelsiure —> Oxal- 
essigsiure > Brenztraubensiiure, woraus wieder KHssigsiiure 
entsteht. 

Das Pankreas hat in bezug auf das Methylglyoxal die 
Funktion, den Ubergang des Methylglyoxals in Milchsiiure (dic 
vermutlich selbst nicht oxydiert werden kann) wenigstens zu 
einem gewissen ‘'eil zu verhindern und dadurch den oxyda- 
tiven Abbau der Kohlehydrate zu erméglichen (Wir- 
kung der Antiglyoxalase). Doch wirken die Pankreashormone 
selbst nicht unmittelbar oxydierend (Toenniessen).*) Die 
Insulinpriiparate hemmen den Ubergang des Methylglyoxals in 
Milchsiiure nicht, enthalten also keine Antiglyoxalase (vel. 
Toenniessen).*) 


Zusammenfassung. 


Durch ein Gemisch von Muskelbrei und Pankreasbrei, 
sowie die vereinigten Extrakte beider Organe wird aus Hexose- 
phosphat Methylglyoxal abgespalten, aber nicht aus Glykogen 
und Glykose. Die intermediire Bildung von Methylglyoxal im 
Kohlehydratabbau ist damit erwiesen. Das spaltende (glykoly- 
sierende) Ferment ist vermutlich hauptsichlich in der Musku- 
latur vorhanden. Das gebildete Methylglyoxal geht aber durch 
die Glyoxalase der Muskulatur sehr rasch in Milchsiure iiber, 
wenn nicht durch Zufiigen von Pankreas (Antiglyoxalase) dieser 
Ubergang verhindert und so der Nachweis des Methylglyoxals 
ermoglicht wird. 

Durch den Nachweis des Methylglyoxals ist die Annahme 
berechtigt, daB der oxydative Kohlehydratabbau am 
Methylglyoxal einsetzt. 





1) Thunberg, Skand, Arch. Physiol. Bd. 35, 8.163 (1917) und 
Bd. 40, S. 1 (1920). 

*) Ahlgren, Acta med. scand. Bd. 57, S. 508 (1922). 

*) Toenniessen, Deutscher KongreB f. inn. Medizin, Wiesbaden 
1926. 























Uber Reaktionen zwischen Zuckerarten und Aminen. III. 


Von 


Hans y. Euler und Edvard Brunius. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1926.) 


In der vorhergehenden Mitteilung') wurde das Gleich- 
gewicht zwischen Glucose und Glykokoll in wiabriger Lésung 
studiert. Das friiher qualitativ festgestellte Resultat (Kostyt- 
schew und Brilliant; Borsook und Wastenays), dab 
zwischen Aminen bzw. Aminosiuren und Glucose eine Reaktion 
eintritt, wurde zum Ausgangspunkt fiir quantitative Messungen 
gemacht, welche gestatteten zu berechnen, wieviel von dem an- 
wesenden Zucker bei der genannten Reaktion mit der Amino- 
siure in Reaktion tritt; durch die friiheren Bestimmungen der 
Drehungsinderungen war dariiber noch kein Anhaltspunkt ge- 
wonnen worden. 

Im Anschlu8 an die friiheren Versuche von Euler und 
Josephson wurde festgestellt, daB das Gleichgewicht 


ie [Glykokoll-glucosid] 
~~ [Glykokoll] x [Glucose] 
mit dem Siure- bzw. Alkalinitiitsgrad der Reaktion stark 
rariiert, wie die folgenden Zahlen zeigen: 
we Ger tems. sw ww st SB 9,2 10,5 
Affinititskonstante A . . ° 0,24 1,56 7,76 
Wie wir betonten, ist ,,physiologisch interessant besonders 
der Wert des Gleichgewichtes fiir die Alkalinitat p, = 8,1, 





1) Euler u. Brunius, Chem. Ber. Bd. 59, 8. 1581 (1926); vel. 
auch Euler u, Josephson, Diese Zs. Bd. 153, S. 1 (1926); sowie Euler, 
Brunius u, Josephson, Diese Zs. Bd. 155, 8. 259 (1926). 
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welche derjenigen des Blutes sehr nahe kommt*.') Denn es 
wurde von Euler und Josephson darauf hingewiesen, ,,dab 
ein analoges Gleichgewicht und analoge Aciditatsfunktion des- 
selben auch in Systemen zu erwarten ist, welche neben Hexosen 
eigentliche Proteine enthalten.“ 


Die Ergebnisse, die Euler, Brunius und Josephson fiir 
das System Glucose und dl-Alanin mitteilten, unterscheiden sich 
prinzipiell nicht von den mit Glucose und Glykokoll erhaltenen. 
In beiden Fallen kommt, wie erwahnt wurde, die Reaktion 
nicht momentan zum Abschlu8, sondern der Verlauf ist zeit- 
lich meBbar; unter den von uns gewdéhlten Konzentrations- 
bedingungen sind zwar nicht hohe Temperaturen, auch nicht 
Wochen und Monate erforderlich, aber der halbe Umsatz- 
bedarf bei 20° immerhin rund’ 15 Stunden (abhiangig von der 
Aciditit). 

Mischt man mit Alanin statt des 'raubenzuckers die 
Fructose, so tritt, wie Neuberg und Kobel (a. a. O.) zuerst 
festgestellt haben, eine Drehungsinderung ein, und zwar augen- 
blicklich. Dadurch unterscheidet sich, wie die genannten 
Forscher neuerdings nochmals betonen, der durch die Drehungs- 
‘inderung angezeigte Vorgang bei der Fructose von demjenigen 
bei der Glucose. Wir kénnen diesen Unterschied durchaus 
bestiitigen. Aber abgesehen davon, da8 mit Glucose unter 
vergleichbaren Bedingungen keine momentane Drehungsinde- 
rung beobachtet werden konnte, welche der an Fructose von 
Neuberg festgestellten entspriache, tritt Fructose nicht oder 
héchstens in ganz untergeordnetem Grad in die langsam ver- 
laufende Reaktion ein, die wir an Glucose quantitativ gemessen 





1) In einer einige Zeit nach unserer letzten Mitteilung erschienenen 
Arbeit betonen Neuberg u. Kobel [Biochem. Zs. Bd. 174, S. 464 (1926)], 
da8 bei ihren friiheren Versuchen ,,absichtlich der Zusatz irgendwelcher 
regulierenden Alkalien oder Siuren unterblieb“. Nach Neuberg ,,be- 
nutzt die Versuchsanordnung von Kuler u. Josephson unnatiirliche 
Verhiiltnisse“. Inwiefern Neuberg die friiher [Biochem. Zs. Bd. 162, 
S. 496 (1925)|} von ihm und Kobel verwendeten Lésungen als ,,natiir- 
liche“ betrachtet, erscheint uns nicht klar. Nunmehr hilt iibrigens 
Neuberg py beim Wert 7 konstant. 
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haben. Dies geht aus Neubergs und Kobels Versuchen 
hervor und bestitigt sich in unserem Versuch 1. 

Da die in Rede stehenden Vorgiinge vielleicht fiir die 
KiweiBchemie und fiir die Enzymchemie nicht ohne Bedeutung 
sind, haben wir uns Anhaltspunkte dariiber verschaffen wollen, 
in welchem Umfang die augenblicklich verlaufende Reaktion 
zwischen dl-Alanin und Fructose statthat. Dariiber geben nim- 
lich die von Neuberg und Kobel beobachteten Drehungs- 
‘inderungen keine Auskunft, solange die spezifische Drehung 
der entstehenden Alanin—Fructoseverbindung nicht bekannt ist. 
Wir haben an diesem System also Messungen der Gefrier- 
punktserniedrigung ausgefiihrt, und dadurch die bei der Mischung 
von Alaninlésungen und Fructoselésungen eintretende Abnahme 
der gesamten Molekiilzahl ermittelt. Es darf in diesem Zu- 
sammenhang vielleicht auf die GréBe des von Neuberg an 
Fructose und Alanin beobachteten, momentan eintretenden 
Drehungsefiektes hingewiesen werden. So findet Neuberg 
beispielsweise folgende Zahlen (ziemlich unabhingig von der 
Versuchszeit): 
5eem 2m-Fructose 5ecm m-(+)-Alanin 5 cem 2 m-Fructose 

+ 5 eem Wasser +5cem Wasser +5cem m-(+)-Alanin 4 

— 16,30° +0,09° —16,40° 0,19° 

Kin entsprechender Versuch, bei dem 5 ccm 3 m-Fructose 
und 5 ccm 2m dl-Alanin gemischt wurden, ergab 4 = 0,62°. 
Man beachte, dab eine 3 molare Fructoselésung nicht weniger 
als 540 g Fructose per Liter Lésung enthalt. Abgesehen von 
den methodischen Komplikationen, welche Messungen des 
osmotischen Druckes in solchen Konzentrationen veranlassen, 
wire auch die Verwendung der an solchen Liésungen ge- 
wonnenen Zahlen beschrankt. Wir haben deswegen das Gleich- 
gewicht in einer Mischung bestimmt, welche hinsichtlich Alanin 
und hinsichtlich Fructose 0,6-molar war, und zwar haben wir, 
um unseren Versuch mit denjenigen von Neuberg und Kobel in 
dieser Hinsicht vergleichbar zu machen, kein Alkali zugesetzt; die 
Aciditit der Mischung, elektrometrisch gemessen, betrug p,, = 6,2. 

Wie aus dem nachstehenden Versuch 2b hervorgeht, ist die 
Gefrierpunktserniedrigung der Mischung gréBer als die Summe 
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der Gefrierpunktserniedrigung der Komponenten, wihrend durch: 
die Abnahme der Molekiilzahl in der Mischung eine kleinere 
Gefrierpunktserniedrigung als die der Summe der Komponenten 
zu erwarten ist. (Ganz auferordentlich groB wire die schein- 
bare Zunahme der Molekiilzahl in den von Neuberg ge- 
wihlten Konzentrationsbedingungen.) Der beobachtete Effekt 
ist veranlaBt durch die Abweichung vom Henry-Daltonschen 
Gesetz der unabhangigen Partialdrucke. Um wegen dieser 
Abweichung eine Korrektion einfiihren zu kénnen, haben wir 
einen Versuch mit 0,6-mol. Glycerin und Alanin angestellt und 
angenommen, da die dabei beobachtete Abweichung in erste: 
Anniherung auch fiir die Kombination Fructose—Alanin giiltig 
ist. Fithren wir diese Korrektion ein, so berechnet sich fiir 
den Umsatz der Fructose in unserem Versuch 0,09 : 1,31 = 6,9 °/,, 
oder einem Umsatz von 0,0414g Mol/Liter. MHieraus be- 
rechnet sich fiir die entstehende Verbindung, unter Annahme, 
daB 1 Molekiil Fructose sich mit 1 Molekiil Alanin verbindet, 
die Affinititskonstante A fiir die Versuchstemperatur zu 


K = 0,183. 


Will man sich von den biologisch in Betracht kommenden 
Kffekten eine Vorstellung machen, so kann man, der Unsicher- 
heit der eingefiihrten Korrektion Rechnung tragen, dieselbe 
erheblich gréBer annehmen und die Konstante A’ statt 0,133 
etwa rund = 0,2 setzen. Es ist nicht wahrscheinlich, daB A 
mit der Temperatur zunimmt. In einer Fliissigkeit, welche 
etwa 0,1 n. beziiglich Fructose und ebenso konzentriert be- 
ziiglich Alanin ist, wiirde dann der durch die momentane 
Reaktion der Fructose erzielte Umsatz mit dl-Alanin 


rund 2°), der angewandten Fructosemenge betragen. 


i0 


Versuche. 


Versuch 1, Reaktionsmischung: 15 ccm 1 m-Fructose 
+ 15 cem 2 m-Glykokoll + 8,75 com 2n-NaOQH + Wasser bis 
auf 50 ccm. In dieser Mischung ist die Fructose 0,30m. Die 
Drehnung betriigt —10,35°. Die Drehungsiinderungen bei der 
Alkalinitit p,, = 9,1 betrugen (Zimmertemperatur 17°) 
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Stunden 0 1 2 4 8 11 
Drehung im re ; a ; , = 
dain Nalen —10,58°} —10,53°} — 10,509} —10,50°] —10,55° | —10,54 

















Die Drehung blieb also wihrend der gesamten Versuchs- 
zeit annihernd konstant; die geringfiigigen Anderungen sind 
durch den Temperatureinflu8 auf die Drehung der Fructose 


bedingt. 
Versuch 


worden. 


2, Die beiden Versuche 2a und 2b mit Glycerin 
bzw. Fructose sind in durchaus analoger Weise angestellt 


Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammen- 





























cefaBt. 

Lésungen Gefrierpunkt | Erniedrigung Summe 
Wasser 3,900° — _ 
0,6 n-Glycerin . 2,653 1,247° 

« ) | 4 3 0 
" ‘“ Myo vo 
0,6 n-Alanin 2,612 1,288 
0,6 n-Glycerin + 0,6 n- 
Alanin ye 1,250 2,650 2,650 
Differenz 0,115" 
Wasser 3,909 ° — 
0,6 n-Fructose . 2,598 1.314" 
2,599 ° 
0,6 n-Alanin 2.612 1,288 
0,6 n-Fructose + 0,6 n- 
Alanin 1,282 2,627 2,627 
Differenz 0,028° 


Nehmen wir an, da8 die Abweichung vom Gesetz der un- 
abhingigen Partialdrucke bei der Fructose 2,5°/, gréBer ist 
als beim Glycerin (entsprechend dem Unterschied der mole- 
kularen Erniedrigungen), so erhalten wir als Effekt der Reaktion 


0,117 — 0,028 = 0,09° 
Der Umsatz der Fructose wiirde somit eine Anderung der 
Molekiilzahl entsprechend 0,09° hervorrufen. Der Umsatz der 
Fructose betrug somit in unserem Versuch 6,9 °/, der herrschenden 
Fructosekonzentration. Daraus berechnet sich 


K = 0,188. 


Enzymatische Spaltung von Dipeptiden. ITII.’) 


Uber Aktivierung und Hemmung von Peptidasen. 
Von 


Hans y. Euler und Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Oktober 1926.) 


Bei quantitativen Studien iiber die Wirkung eines Enzyms 
ist nicht nur die Kenntnis des Kinflusses der Aciditait von 
Wichtigkeit; auch Salze und organische Aktivatoren bestimmen 
oft die Kinetik?) eines Enzyms in hohem Grade. Auch die 
bei den Proteasen und wohl bereits bei den Peptidasen auf- 
tretenden Unterschiede je nach der Herkunft des Knzyms 
(Organspezifitit, Rassenspezifitit) diirften nicht selten mit Ver- 
schiedenheiten hinsichtlich der Mitwirkung und Bindung orga- 
nischer Aktivatoren zusammenhiingen. 

Beziiglich des peptidspaltenden Enzyms (Peptidase, Krepsin) 
sind aber unsere Kenntnisse in dieser Richtung noch unsicher 
und liickenhaft. 

In einer Mitteilung von Abderhalden und Wertheimer?) 


1) Erste Mitteilung: Chem. Ber, Bd. 59, 8. 226 (1926); Zweite Mit- 
teilung: Diese Zs. Bd. 157, 8. 122 (1926). 

*) Was das Gleichgewicht (Glycylglycin) = (Glykokoll)? und die 
Teilnahme des Glycinanhydrides betrifft, so kommen wir in einer folgen- 
den Mitteilung darauf zuriick. Im Anschlu8 an nicht-enzymatische Ver- 
suche von Euler und Pettersson [Diese Zs. Bd. 158, 8. 7 (1926)] iiber 
die Spaltung von Diketopiperazin sei noch auf eine bemerkenswerte 
Mitteilung von Levene und Simons [{Jl. Biol. Chem. Bd. 62, 8. 711 
(1925)] hingewiesen. 

3) Abderhalden u. Wertheimer, I'ermentforschung, Bd. 6, S. 1 
(1922). Siehe auch Rice, Jl. Am. Chem, Soc. Bd. 37, 8. 1319 (1915). 
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sind einige Versuche beschrieben, welche fiir die Existenz 
solcher Aktivatoren der Erepsinwirkung zu sprechen scheinen. 
,Besonders interessant ist die Beobachtung“, schreiben Abder- 
halden und Wertheimer, ,daB Hefeextrakt, das der Dialyse 
unterworfen wird, unwirksam wird, und zwar war sowohl das 
Dialysat als der nicht dialysierte Teil ohne jeden Kinfiu8 auf 
den Verlauf der Hydrolyse des Dipeptids d,l-Leucylglycin. 
Wurden dagegen die beiden Lésungen, d.h. das Dialysat und 
der nicht dialysierte Teil wieder vereinigt, dann ergab sich 
eine deutliche Wirkung“. 

Mit der Existenz von solchen Aktivatoren fiir die ereptisch 
wirkende Komponente des Proteasegemisches der Hefe scheint 
auch Willstatter zu rechnen. In einer neulich erschienenen 
Arbeit itiber die Proteasen der Hefe iufern sich nimlich 
Willstitter und W. Grassmann!) iiber diese Frage: ,,Die 
Aktivitiitszunahme und die Anderung der Kinetik wird kaum 
allen mit der Annahme zu verstehen, da8 Hemmungskérper 
in den Hefeausziigen vorhanden sind und allmahlich abgebaut 
werden. Es ist wahrscheinlicher“, schreiben die zitierten 
Autoren, ,daB diese Erscheinung noch von der im analogen 
Halle des Pankreastrypsins erwiesenen Bildung von Akti- 
vatoren der Enzyme iiberlagert wird“. Beim Stehen eines 
Hefeautolysates wihrend einer Woche beobachteten Will- 
stitter und Grassmann, daB die anfangs vorhandenen schein- 
baren Mengen des 'rypsins sich um etwa 100, die des Erepsins 
um etwa 66°/, vermehrt hatten. 

Neben dem EinfluB solcher Aktivatoren, deren Bildung 
und Zerfall in den enzymhaltigen Lisungen Steigerung und 
Verminderung der enzymatischen Tiatigkeit, also VergréBerung 
und Verkleinerung der scheinbaren Enzymmengen hervor- 
ruft, ist bei Vergleich von Enzymmengen und beim Studium 
kinetischer Fragen auch die Bedeutung von anorganischen 
Aktivatoren und Hemmungskérpern (Neutralsalze usw.) fiir die 
Wirksamkeit des Enzyms zu beriicksichtigen. 


—— 





1) Willstitter u. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, $. 250 und 
zwar §. 266 (1926). 
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Nach Untersuchungen von Koelker}), welche sich auch 
auf die Hefenpeptidase beziehen, beschleunigt z. B. CaCl, in 
0,1°/,iger Lésung die Spaltung des Alanylglycins, wahrend 
dasselbe Salz in 1°/,iger Lésung eine hemmende Wirkung 
ausiibt. Eine Hemmung durch Ca” in gréBeren Konzentrationen 
beobachtete auch Dernby?) bei der Spaltung von Glycylglycin 
durch Hefepeptidase. 

Beziiglich der Wirkung von Ca- und anderen Metallsalzen 
ist die eventuelle Ausfillung von Hydrat oder Phosphat (be- 
sonders bei Anwendung von Phosphatpuffern) und dabei még- 
licherweise eintretende Mitfillung oder Sorption von Enzym 
oder organischem Aktivator zu beriicksichtigen. Bei einer 
férdernden Wirkung von beispielsweise Ca” kann auch bei 
Bildung von Calciumphosphat. die Wegschaffung der hemmen- 
den Phosphationen das fordernde Moment darstellen. 

EK. Waldschmidt-Leitz und A. Schiffner*’) machen zu 
ihrer Bestimmungsmethode der Peptidasewirkung des Darm- 
erepsins folgende Bemerkungen: ,,Stérungen der Bestimmung, 
wie sie zufolge der Angaben von K.G. Dernby durch die 
Anwesenheit von gewissen anorganischen Salzen, z. B. in den 
angewandten Knzymlésungen, zu erwarten wiren, sind nicht 
in Betracht zu ziehen. EKinmal haben die Beobachtungen 
Dernbys iiber die Hemmung der Erepsinwirkung durch Salze 
sich nur zum Teil bestiitigen lassen, niimlich nur fiir den Kin- 
fluB von Erdalkalisalz und von Phosphat, nicht dagegen fiir 
einfache Alkalisalze, auch nicht in gréBerer Konzentration; 
sodann wird die Gegenwart gréBerer Mengen Phosphats in 
der Bestimmungslésung, die die Enzymwirkung nach unseren 
Erfahrungen auf etwa '/, herabsetzt, eine gewisse ausgleichende 
Hemmung bewirken, die den EKinfluB anderer Salze auszuschalten 
vermag.“ 

Bei unseren eigenen Versuchen iiber die Wirkung yon 

1) Koelker, Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 145 (1910). 

2) Dernby, Biochem. Zs. Bd. 91, 8.107 und zwar S. 194 (1916 
bis 1917). 

°) Waldschmidt-Leitz u. Schaffner, Diese Zs. Bd. 151, 8. 31 
und zwar 8S. 43 (1926). 








PRS LIAR Ls Davi NRO SE TE 











-— -.: 
cae) 
acaoeschiscnaetn’ 


p01 





Enzymatische Spaltung von Dipeptiden. III. 273 


Calciumsalz und Phosphat auf die Peptidasewirkung des Darm- 
erepsins aus Schweinsdarm haben wir beziiglich des ersteren 
eine fordernde Wirkung auf das Darmerepsin aus Schwein 
nicht beobachten kénnen auch nicht bei einer Konzentration 
von 0,01 molar CaCl,. Bei héheren Konzentrationen wurde 
deutliche Hemmung beobachtet. Bei der Priifung der Wirkung 
von Phosphat auf die Spaltung des Glycylglycins wurden be- 
merkenswerte Beobachtungen iiber Anderung der Phosphat- 
empfindlichkeit bei Aufbewahrung eines Glycerinextraktes ge- 
macht. Bei Untersuchung eines Glycerinextraktes, gewonnen 
durch 2tigige Schiittelung des griindlich gewaschenen und 
fein zermahlten Diinndarms von Schwein wurde bei Priifung 
des frischen filtrierten Extraktes eine starke Hemmung durch 
0,06m-Phosphat beobachtet, und zwar war die Spaltungs- 
geschwindigkeit fir Glycylglycin auf etwa '/, der Geschwindig- 
keit, welche beim Versuch ohne Phosphatzusatz gemessen 
wurde, herabgesetzt. Bei der erneuten Priifung desselben 
Kxtraktes 2 Tage spiter konnte allerdings eine Hemmung durch 
Phosphat nicht beobachtet werden: Die Geschwindigkeiten der 
Spaltung des Glycylglycins mit und ohne Phosphat waren genau 
gleich groB. 

Durch diese Befunde wird ersichtlich, daB die Frage iiber 
Hemmung und Aktivierung der Peptidasewirkung sehr kompli- 
ziert ist. Man mu8 nicht nur mit einer Anderung der Akti- 
vitit rechnen wegen der Existenz von Aktivatoren, welche in 
den Enzymlésungen nach Willstitter und Grassmann ge- 
bildet und gespalten werden kénnen, sondern die verschiedenen 
wirksamen Enzymkomplexe, eventuell die organischen Akti- 
vatoren selbst, sind gegen die Kinwirkung von hemmenden 
oder fordernden Salzen verschieden empfindlich. 

Im AnschluB an unsere Versuche iiber die Wirkung von 
Ca” und von Phosphat wurden auch einige Versuche aus- 
gefiihrt, welche dazu beitragen sollen, die Frage nach der 
Existenz von Aktivatoren im Sinne von Abderhalden und 
Wertheimer und von Willstatter und Grassmann zu 
beantworten. Nach unserer Erfahrung 1i8t sich sowohl eine 
Krepsinlésung aus tierischem Material (Diinndarm von Schwein) 
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wie auch das Hefeerepsin unter gewissen Bedingungen durch 
dialysable Stoffe, welche im Ausgangsmaterial sich vorfinden, 
aktivieren. Durch Kochen geht der beschleunigende Hinfluti 
des dialysablen Stoffes verloren. 

Wie im experimentellen Teil betont wird, sind die Wir- 
kungen des organischen Aktivators im Dialysat unseren Ver- 
suchen nach gering; besonders haben wir durch Dialyse nie 
eine unwirksame Restlésung darstellen kénnen, welche durch 
Dialysat wieder auf die urspriingliche Aktivitit hitte gebracht 
werden kénnen; dies kann natiirlich mit der Instabilitéit von 
Enzym und Aktivator und vielleicht mit der unvollstindigen 
Dialysierbarkeit des Aktivators zusammenhingen; immerhin 
geben unsere Versuche noch keinen geniigenden AnlaB, den 
in Rede stehenden Aktivator den Co-Enzymen (Co-Zymase, 
Co-Tryptase) zuzuzihlen. 

Unserer Bestimmung der Aktivitait der Peptidase durch 


den Ausdruck , 


I ee 
wiire die Bedingung hinzuzufiigen, daB & bei maximaler Akti- 


vierung durch den dialysierbaren Aktivator gemessen wird. 


Versuehe. 


1. Zur Versuchsmethodik. 


Die Messung der Peptidasewirkung geschah wie friiher 
unter Anwendung von Glycylglycin als Substrat. 

Zur Verfolgung der Spaltung diente jetzt das Verfahren 
der alkalimetrischen Titration der freigelegten Carboxyle in 
alkoholischer Lésung') in der von Waldschmidt-Leitz und 
Schiffner’) neuerdings angegebenen Modifikation unter An- 
wendung von 80—85°/, Methylalkohol in der Titrierungs- 
fliissigkeit und mit 90°/,iger alkoholischer Lauge (n = 0,206). 
Diese Methode, welche bei Anwendung von reinen Amino- 





1) Willstitter u, Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 2988 (1921). : 

*) Waldschmidt-Leitz u. Schaffner, Diese Zs. Bd. 151, S. 31 
(1926). 
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siuren oder Peptiden von dhnlicher Genauigkeit wie die von 
Sérensen empfohlene Formoltitrationsmethode ist, bietet bei 
Anwesenheit von Pufferzusiitzen gegeniiber der letzteren be- 
deutende Vorteile. 

Die p,,-Bestimmungen sind in allen Fallen elektrometrisch 
mit Pt-Elektroden und strémendem Wasserstoff ausgefiihrt. 


2. Verhalten zu CaCl,. 

Bei dem ersten Versuch kam ein dialysierter Glycerin- 
extrakt zur Verwendung; 25 ccm Glycerinextrakt wurde mit 
demselben Volumen Wasser verdiinnt und durch eine Kol- 
lodiummembran wahrend 48 Stunden gegen 1000 ccm destil- 
liertem Wasser dialysiert. Zu jedem Versuch 5 ccm der dialy- 
sierten KEnzymlésung, 0,05 n-Glycylglycin. Kein Pufterzusatz. 
Py = 7,7 bei Versuchsbeginn in allen 3 Versuchen. Total- 
volumen des Reaktionsgemisches 25 ccm. 


Tabelle 1. 





Aciditiitszunahme. ccm 0,206 n-Lauge 
Min. : aaah socal nities 
Ohne CaCl, 0,01 m-CaCl, 0,02 m-CaCl, 1 
40 0,15 0,15 | 0,14 
90 0,26 0,24 | 0,29 





In den folgenden Versuchen wurde ein nicht dialysiertes 
Glycerinextrakt aus Schweinsdarm benutzt. Zu jedem Ver- 
such 2 ccm des im Verhiltnis 1:2 verdiinnten Extraktes. Ver- 
suchsmischung wie beim oben beschriebenen Versuch. 


Tabelle 2. 





Acidititszunahme. ecm 0,206 n-Lauge 
Min. Ohne CaCl, 0,005 m-CaCl, 0,01 m-CaCl, 
Py bei Versuchs- py, bei Versuchs- | py bei Versuchs- 
beginn = 7,79 beginn = 7,77 


———_———_ a <a 


0,62 0,57 























130 0,61 


Bei der Priifung der Wirkung von héheren Ca’-Konzen- 
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trationen im folgenden Versuch war die Versuchsmischung von 
derselben Zusammensetzung wie im vorigen Versuch. 


Tabelle 3. 











Aciditiitszunaime. cem 0,206 n-Lauge 
Ohne CaCl, | 0,02m-CaCl, | 0,04 m-CaCl, | 0,08 m-CaCl, 
50 0,24 | 0,25 0,12 | 0,07 
100 0,46 0,40 0,26 | 0,19 
140 0,53 | 0,48 0,28 | — 








Die Hemmung der Peptidasewirkung durch CaCl, beginn' 
also schon bei einer Konzentration von 0,02—0,03 m. 


3. Verhalten des Darmerepsins zu Phosphat. 


Die eingangs erwiihnte Verschiedenheit von frischem und 
aufbewahrtem Glycerinextrakt bezgl. ihres Verhaltens zu Phos- 
phat wurde mit demselben Glycerinextrakt beobachtet, welches 
bei den oben beschriebenen Versuchen iiber Verhalten zu 
CaCl, benutzt wurde. Der Versuch mit dem sofort nach der 
Abtrennung von nicht in Liésung gegangenen Riickstiinden des 
Schweinsdarmes untersuchten Extrakt findet sich in der folgen- 
den T'abelle. 


‘Tabelle 4. 


2 cem frisches Glycerinextrakt (verd. 1:2). 25 cem Totalvolumen. 
0,05 n-Glyeylglycin. 





Aciditaétszunahme. cem 0,206 n-Lauge 
Min. Ohne Phosphat ——_ 0,06 m-Phosphat 
Pu = 7,8 | Pu = 7,8 
48 0,25 | 0,10 
150 0,60 | 0,20 
815 0,81 | 0,32 





Derselbe Versuch, 2 Tage spater ausgefiihrt, ergab das 
folgende Resultat. 
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Tabelle 5. 
2ecm veraltertes Glycerinextrakt (verd. 1:2). 25 cem Totalvolumen. 
0,05 n-Glyeylglycin. 











Ohne Phosphat 0,06 m-Phosphat 
Min. 'eem 0,206 n-Lauge Min. | ecm 0,206 n-Lauge 
60 0,40 70 | 0,48 
100 | 0,55 205 | 0,71 
130 | 0,60 -- | — 





Auch bei VergréBerung der Phosphatkonzentration konnte 
keine Hemmung des Spaltungsvermégens des veralterten Glycerin- 
extraktes beobachtet werden, wie die folgende Versuchsreihe 
zeigt. Dasselbe Glycerinextrakt wie bei den vorigen Versuchen 
wurde benutzt, nur war bei der Ausfiihrung der Versuchsreihe 
in Tab. 6 das Extrakt 1 Woche alt. 


Tabelle 6. 











Aciditiitszunahme. cem 0,206 n-Lauge 
Min. idence ssa nionnypeceannindimsingeniiaadapeanies 
Ohne Phosphat 0,06 m-Phosphat | 0,12 m-Phosphat 
130 0,61 0,59 | 0,64 





Die Versuche iiber den eventuellen Einflu8 des Phosphats 
auf die Wirksamkeit des Darmerepsins wurden auch mit einem 
Glycerinextrakt, welches wibrend 3/, Jahres aufbewahrt worden 
war, gepriift. Das Resultat des Versuches war, daB auch in 
diesem Falle keine Hemmung durch Phosphat beobachtet 


werden konnte. 

Tabelle 7. 
Wirkung von Phosphat bei py =7,9 auf ein 6 Mon. altes Glycerinextrakt. 
Zu jedem Versuch 8 cem des im Verhiiltnis 1:2 verdiinnten Glvcerin- 











extraktes. 
Aciditiitszunahme. ccm 0,206 n-Lauge 
Min. : cosa we 
Ohne Phosphat 0,06 m-Phosphat | 0,12 m-Phosphat 
30 0,19 | 0,20 | 0,19 
60 0,33 | 0,35 0,32 
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Die Beobachtungen Dernbys und diejenigen von Wald- 
schmidt-Leitz und Schiffner titber den groBen KinfiuB von 
Phosphat auf die Wirksamkeit des Darmerepsins sind also 
nicht zu verallgemeinern. Die Wirkung von Phosphat und 
von anderen Salzen, scheint in hohem Grade von der Zu- 
sammensetzung des enzymatisch wirksamen Komplexes bedingt 
zu sein. Der Befund, daf ein Glycerinextrakt, welches kurzer 
Zeit nach der Darstellung bei Gegenwart von Phosphat in 
seiner Wirkung stark gehemmt wird, nach einer Zeit phosphat- 
unempfindlich wird, kénnte vielleicht so gedeutet werden, dati 
in dem frischen Extrakt der Enzymkomplex nicht stabil ist, 
sondern irgendeiner Umwandlung unterliegt, wobei die Empfind- 
lichkeit gegen Salze verindert ist. Ob die beobachteten Ver- 
hiltnisse sich in &ihnlichem Sinne erkliren lassen, wie Will- 
stiitter und Grassmann die Anderung der Aktivitiit von Hefe- 
autolysaten deuten wollen, méchten wir dahingestellt sein lassen. 
Es kann dazu noch bemerkt werden, daB der Ubergang des 
phosphatempfindlichen Knzymkomplexes in dem_ phosphat- 
unempfindlichen jedenfalls nur mit sehr geringer Anderung 
der enzymatischen Aktivitét verkniipft zu sein scheint. Kin 
Vergleich der Tabellen 4 und 5 zeigt, daB® die Aktivitiit des 
frisch untersuchten Extraktes bei Abwesenheit von Phosphat 
sehr nahe gleich der 2 Tage spiter bestimmten Aktivitiit 
desselben Extraktes war. Bei sehr langer Aufbewahrung von 
Glycerinextrakten scheint eine geringe Aktivititsverminderung 
einzutreten, welche mit Sicherheit auf eine langsame Inakti- 
vierung des Enzyms zuriickgefiihrt werden kann. So zeigte 
das oben benutzte 6 Monate alte Extrakt nur einen geringen 
Aktivititsriickgang wihrend der Aufbewahrung; dies geht aus 
dem Vergleich der Aktivitiiten in dieser Mitteilung mit den mit 
demselben Extrakt ausgefitihrten,in unserer zweiten Mitteilung iiber 
enzymatische Spaltung von Dipeptiden') angegebenen Versuchen 
hervor. 

4. Dialyseversuche mit Darmerepsin. 

Die hier beschriebenen Versuche sollen einen Beitrag liefern 

zur Frage nach der Existenz von niedrigmolekularen Aktivatoren 


1) Diese Zs. Bd. 157, 8S. 122 (1926). 
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des Darmerepsins von der Art, welche Abderhalden und 
Wertheimer bei der dipeptidspaltenden Komponente des 
Proteasengemisches aus Hefe untersucht haben. 

Bei dem ersten Versuch wurden 8 ccm des im Ver- 
hiltnis 1:2 verdiinnten Glycerinextraktes gegen 30 ccm destil- 
liertem Wasser wihrend 17 Stunden in einer Kollodium- 
membran dialysiert. Die Zunahmen des Alkaliverbrauchs bei 
Untersuchung der Aktivitit (0,05 n-Glycylglycin, 0,06 m-Phos- 
phat) von 

A: 2cem der Innenfliissigkeit, 

B: 2ccm der Innenfliissigkeit + 5 cem der AuBenfliissigkeit, 


C: 2ccm der Innenfliissigkeit + 5 cem der wihrend 20 Min. 
gekochten AuBenfliissigkeit, 


betrugen nach 155 Minuten 


Bei Versuch A: 0,49 cem 0,209 n-Lauge, 

Z ee B: 0,47 cem 0,209 n-Lauge, 

‘ - C: 0,47 cem 0,269 n-Lauge. 
Kine Aktivierung der Innenfliissigkeit durch die AuBenfliissig- 
keit war also nicht eingetreten. 

Bei einem zweiten Versuch wurde die Dialysezeit ver- 
lingert. 100 ccm des mit demselben Volumen Wasser ver- 
diinnten Glycerinextraktes wurden gegen 1000 ccm destilliertes 
Wasser wihrend 3 Tagen dialysiert. Die Priifung der Akti- 
vitit ergab nach 350 Min. Reaktionsdauer die folgenden Zu- 
nahmen des Alkaliverbrauchs: 


A: 5 ccm der Innenfliissigkeit. . . . . 0,08 cem Lauge 
B: 10eem der AuBenfliissigkeit . . . . 0,00cem ,, 
C: 5 ceem der Innenfliissigkeit + 5 cem der 

AuBenfliissigkeit 0,20 cem Lauge 


D: 5 eem der Innenfliissigkeit + 5 ccm der 
erhitzten (100° wihrend 30 Min.) AuBen- 
flissigkeit . . ....+. =.=. +. +. 0,11 cem Lauge 


Kine geringe Aktivititssteigerung beim Versuch C wurde 
also beobachtet. 

Die Innenfliissigkeit vermag das nicht dialysierte Glycerin- 
extrakt in geringem Mage zu aktivieren, wihrend die Au8en- 
fliissigkeit ohne Wirkung gefunden wurde, wie die Zahlen der 
folgenden Tabelle zeigen. 


19* 
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Tabelle 8. 


Zu jedem Versuch 2 ecm des Glycerinextraktes (verd. 1: 2). 
0,05 n-Glyeylglycin. p;,; = 7,8 bei Versuchsbeginn, 











Zunahme des Alkaliverbrauchs. ccm 0,206 n-Lauge 
Min. | E am 
: \Zusatz von 10 cem | Zusatz von 10 cem 
Ohne Zusatz | Innenfliissigkeit AuBenflissigkeit 
30 0,15 | 0,20 | 0,16 
80 0,37 | 0,48 | 0,37 
120 0,51 | 0,63 | 0,50 





Die Aktivierung durch die Innenfliissigkeit diirfte etwas 
gréBer sein, als die wegen der EKigenaktivitit der Lésung zu 
erwartende Aktivititssteigerung. 5 ccm der Innenfliissigkeit 
ergaben niimlich bei der Priifung ihrer Aktivitit, wie oben 


angegeben wurde, nach 350 Min. eine Zunahme des Alkali- | 


verbrauchs von nur 0,08 cem Lauge. In 110 Min. betrug die 
Zunahme des Alkaliverbrauchs bei demselben Versuch nur 
0,03 ccm Lauge. 

Aus unseren Versuchen kénnen wir also das Resultai 
entnehmen, da’ in den rohen Enzymlésungen Stoffe vorhanden 
sind, welche eine geringe Aktivitatssteigerung bei Zusammen- 
bringung mit Darmerepsinlésungen hervorrufen. Der Effekt 
ist allerdings nur unbedeutend. 


5. Dialyseversuche mit Hefeerepsin. 


Im AnschluB an die oben mitgeteilten Versuche wurden 
auch einige Versuche iiber Aktivitiitsverminderung des Hefen- 
erepsins bei der Dialyse und der eventuellen Reaktivierung 
durch das Dialysat ausgefiihrt. Ebenso wie beim Darmerepsin 
konnten bei kiirzerer Dauer der Dialyse keine Anhaltspunkte 
fir die Existenz eines Aktivators im Sinne von Abderhalden 
und Wertheimer gefunden werden. Nach etwas langerer 
Dauer des Dialyseversuches wurde jedoch eine Aktivierung der 
Innenfliissigkeit durch die AuBenfliissigkeit beobachtet. Nach 
der Erhitzung der Aufenflissigkeit wihrend 30 Min. auf 100" 
trat nicht mehr eine Aktivierung der Innenfliissigkeit ein; die 
Aktivitaéten mit und ohne erhitztem Dialysat waren gleich grob. 
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Wie die Zahlen der Tabelle weiter zeigen, war die Aktivitit 
der durch das Dialysat aktivierten Innenfliissigkeit nicht kleiner 
als die entsprechende Aktivitiit des urspriinglichen nicht dia- 
lysierten Autolysats. 

Als Enzymmaterial diente bei diesen Versuchen ein aus 
Stockholmer Unterhefe H durch Autolyse mit Toluol ge- 
wonnenes Autolysat. Das Autolysat war durch Zusatz von 
Ammoniak gegen Lackmus ganz schwach alkalisch gemacht. 


Tabelle 9. 


Dialyseversuch mit Hefenerepsin. Dialysezeit 40 Stunden. 
20 ecm Innenflissigkeit ([.). 60 ccm AuBenfliissigkeit (A.). 





ee — cana ——_e — = “ne rmrernennacmerereconane 





Zunahme des Alkaliverbrauchs. cem 0,206 n-Lauge 
” 3 cem nicht eee I. 
Min. dialvsierteg | 3cem I. | 5cecem A.) | deem A. er- 
. ¥ a deem A. hitzt auf 
Autolysat = py = 7,37 py = 7,87 7.89 100° 30 Min. 
Pu = 7,80 De | Pa = 417 
150 0,32 0,23 0,00 | 0,29 0,25 
270 0,40 | 0,28 0,05 0,45 0,30 





Wenn auch diese Versuche natiirlicherweise nicht als eine 
endgiiltige Beantwortung der Frage iiber die Existenz eines 
Aktivators im Sinne von Abderhalden und Wertheimer 


_gelten kénnen, so geht doch aus unseren Versuchen wie aus 


den alteren Beobachtungen von Abderhalden und Wert- 
heimer hervor, daS dialysiertes Hefeautolysat ,den Abbau 
der untersuchten Dipeptide unter den gewihlten Bedingungen 
beschleunigt“, und da8® durch Kochen der beschleunigende Kin- 


_ fluB der dialysablen Stoffe vermindert wird. 


Uber die Wirkung des Sympathicus auf den Kohlehydrat- 
stoffwechsel des Muskels. 


Von 


Hans Edwin Biittner. 





(Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Wirzburg und dem Institut fiir vege- 
tative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, Oktober 1926.) 


Zahlreiche Untersuchungen haben sich bereits mit der 
Frage beschiftigt, ob die Stoffwechselvorginge in den Muskeln 
direkt vom Nervensystem aus und unabhingig von der Aus- 
lésung von Muskelkontraktionen beeinfluBt werden kénnen. 
Die Mehrzahl dieser Untersuchungen behandelt die Frage der 
Nervenwirkung auf die chemische Warmeregulation (Literatur 
bei KE. Grafe’); nach dem derzeitigen Stande der Forschung 
ist anzunehmen, daB die chemische Wirmeregulation von sym- 
pathischen Bahnen, die zu den Muskeln ziehen, beherrscht wird 
(Freund und Janssen’), vgl. jedoch auch Newton?) 


Ein durch sympathische Bahnen vermittelter ,,chemischer Tonus* 
der Muskeln wurde bereits von Mansfeld und Lucas‘) angenommen; 
sie fanden bei curaresierten Hunden als Folge der Entnervung der 
hinteren Extremitiiten ein Absinken der Verbrennungen; der Ableitung 
eines chemischen Tonus aus diesem Befunde wurde jedoch yon Grafe') 
eingewendet, da’ die Durehschneidung der Vasomotoren die Durch- 
blutung der Muskeln so stark veriindern diirfte, da8 ein Absinken der 
Verbrennungen allein schon hierdurch erklart werden kénnte. 

Nakamura’) kam mit verbesserter Methodik neuerdings auch 2 
ganz anderen Ergebnissen. Die Befunde, welche bei Versuchen iiber 
die Wirkung der Nerven auf die einzelnen Komponenten des Kohle- 
hydratstoffwechsels erhalten wurden, stehen nicht in Einklang mit- 
einander; so fand Mansfelds Mitarbeiter Ernst*) an curaresierten 


Fréschen nach Reizung des Nervenplexus keine Abnahme des Glykogens, | 


ae sate 
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wibrend Hammarsten’) angibt, daB nach Nervendurchschneidung das 
Glykogen vermehrt gefunden wurde. Nach Firth’) ist ein Einflub 
einfacher Nervendurehschneidung auf den Glykogengehalt der Muskeln 
zweifelhaft. 

Aus der Literatur geht somit hervor, daB unsere Kennt- 
nisse tiber die Wirkung der Nerven, insbesondere des Sym- 
pathicus, auf den Kohlehydratstoffwechsel des Muskels noch 
sehr mangelhafte sind; gegen die vorliegenden Versuche lassen 
sich zudem teils wegen der Verwendung curaresierter Tiere, 
teils wegen ungeniigender Beriicksichtigung vasomotorischer 
Wirkungen des Sympathicus Eimwinde erheben; ferner sind 
die modernen Methoden zur Bestimmung von Glykogen, Lact- 
acidogen und Milchsiiure zum Studium dieser Fragen iiber- 
haupt noch nicht herangezogen worden. Die Verwendung 
dieser Methoden erschien besonders aussichtsreich, nachdem 
durch die Versuche von Hoffmann und Magnus-Alsleben’) 
eine einfache Methodik zur Ausschaltung der sympathischen 
Innervation der Muskeln am Frosch gegeben war, und nachdem 
weitere mit dieser Methode ausgefiihrte Arbeiten unsere Kennt- 
nisse tiber den Einflu8 der Durchschneidung der Rami commu- 
nicantes auf die Blutzirkulation in den Muskeln sowie auf den 
respiratorischen Stoffwechsel derselben vertieft haben. 


Hoffmann und Magnus-Alsleben") fanden, da8 die Durch- 
schneidung der Rami comm. bei Frosch eine erhdhte Vitalfirbbarkeit 
der Muskeln zur Folge hat; konnte dieser Befund auf Grund besonderer 
Versuchsanordnungen wenigstens zum Teil auf eine Veriinderung der 
BlutgefiBe bezogen werden, so wurde von Gabbe") durch Injektion 
der operierten Tiere mit Tusche und bestimmten kolloiden Farbstoffeu 
und folgender mikroskopischer Untersuchung der Muskeln der Nachweis 
erbracht, daB in den Muskeln, deren zugehérige Rami comm. durch- 
schnitten wurden, die Capillaren erweitert sind und eine erhéhte Dureh- 
lissigkeit fiir Kolloide aufweisen. Gabbe konnte ferner zeigen, dab 
der Stoffaustausch zwischen Blut und Gewebe in den Muskeln, deren 
sympathische Innervation ausgeschaltet ist, gesteigert ist im Vergleich 
mit den normalenruhen den Muskeln. VY. v. Méllendorf'') fand, daB die 
Muskeln der operierten Seite Dinitrobenzol in geringerem Grade redu- 
zieren als die normalen Muskeln; Schulze’) stellte das gleiche fiir 
Methylenblau mit der Thunbergschen Methode fest; demgegeniiber 
fand Gabbe") den Sauerstoffverbrauch der isolierten Musculi sartorii 
auf der operierten Seite ebenso hoch wie auf der nicht operierten Seite; 
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eine Verminderung des Sauerstoffverbrauchs ergab sich erst auf der 
operierten Seite nach Farbstoffinjektionen. 

Den Versuchen, iiber die hier berichtet werden soll, lag 
der Plan zugrunde, am Frosch nach einseitiger Durchschnei- 
dung der Rami communicantes fiir die hinteren Extremititen 
in deren Muskeln Milchsiiure, Lactacidogen und Glykogen 
quantitativ zu bestimmen; ferner sollte durch besondere Ver- 
suchsanordnungen, wie GefiiBunterbindungen oder Injektionen 
von Coffein und Harnstoff eine Klirung gesucht werden, ob 
die gefundenen Veriinderungen im Kohlehydratstoffwechsel des 
Muskels allein auf die im Gefolge der Nervendurchschneidung 
auftretende Anderung der Blutzirkulation zu beziehen oder 
zum ‘l'eil unabhiingig von dieser sind. Die Versuche wurden 
auf Veranlassung von Prof. Magnus-Alsleben angestellt. 


Methodik. 


I. Operative Technik. Zu den Versuchen wurden fast aus- 
schlieBlich minnliche Frésche verwandt, und zwar Temporarien und 
Esculenten, in der Mehrzahl Winterfrésche, aber auch einige Sommer- 
frésehe. In ganz leichter Athernarkose etwa 2 em langer Bauchschnitt 
links, paramedian; Eréffnung der Bauchhohle, Durchtrennen des Banch- 
felles an der Riickwand links seitlich der linken Niere; mit stumpfem 
Haken wird sodann die linke Niere mitsamt der Aorta nach rechts ge- 
zogen. Werden jetzt die Stimme des linken Plexus lumb. mit stumpfer 
Sonde ein wenig nach links veilagert, so sieht man die zur 7., 8. 9. 
und 10. Wurzel gehérigen Rami comm. yom Grenzstrang zu den Nerven 
des Plexus verlaufen. Bei Erlernung der Methode empfiehlt es sich, 
eine binokulare Lupe zur Erkennung der Rami zu Hilfe zu nehmen, um 
diese besonders bei stark pigmentierten Tieren von den in der Nihe 
verlaufenden GefiBen sicher unterscheiden zu kénnen. Die Rami werden 
dann unter Schonung der GefiBe mit kleiner scharfen Schere durch- 
trennt; Verschlu8 der Bauchwunde durch Naht in 2 Etagen. Bei _ rich- 
tiger Ausfiithrung ist die Mortalitiéit sehr gering. 

In einigen Versuchen wurde die Aorta unterbunden; dies geschah 
bei nach rechts verzogener linker Niere dicht oberhalb der Gabelung 
der Aorta in die beiden IJliacae; man mu mit ganz feiner Nadel un- 
mittelbar um die Aorta herumgehen, um eine Schidigung des Grenz- 
strangs zu vermeiden. Die Unterbindung der Vena renalis advehens 
sinistra erfolgte dicht oberhalb der Schenkelbeuge. 

IT. Chemisch-analytische Methodik; die Milchstiure wurde nach 
Embden"™) bestimmt. Bei Analysen an reinen n/100-Zinklactat hatten 
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wir Verluste von 1,5—5,5°/,; die gréBte Schwankung betrug 4°/,, die 
mittlere Ausbeute 96°/,. Doppelanalysen wichen um héchstens 1°/, 
voneinander ab, absolute Menge unter 1,5 mg. Die vorbereitende Zer- 
kleinerung der Muskeln geschah bei einem Teil der Analysen in fliissiger 
Luft (im Frankfurter Institut), bei einem anderen Teil wurde in An- 
lechnung an das Vorgehen Meyerhofs") die Zerkleinerung der Muskeln 
ohne fliissige Luit ausgefiihrt (in der Wiirzburger Poliklinik). In diesen 
Versuchen wurden die Frésche ‘zunichst '!/,—1 Stunde bei Kisschrank- 
femperatur gehalten und dann mittels Durchschneidung der Wirbelsiiule 
und nachfolgender Dekapitation getétet; die zusammenhiingenden iiber- 
hiuteten unteren Extremitiiten wurden dann in einem Schliffdeckelgef ib 
fiir etwa 60 Minuten in eine Kiltemischung gesetzt; die in dieser hart 
vefrorenen Schenkel wurden enthiutet, die Muskeln abpriipariert und 
in 10 eem eisgekiihlter, NaCl-gesittigter 4°/,iger Salzsiure mit starker 
Schere zerkleinert; wir gaben besonders acht, da beim Zerkleinern 
keine Salzsiure verspritzt wurce. Die schon vorher analytisch gewogenen 
Kélbechen wurden nach Annahme der Wigeraumtemperatur erneut auf 
der Analysenwage gewogen und so das Muskelgewicht festgestellt. 
Dann wurden 10 cem 5°/,iger Sublimatlésung und 10 cem Wasser zu- 
gegeben und das Ganze 16 Stunden stehen gelassen. Die weitere Ver- 
arbeitung geschah nach der Orginalmethode. 

Das Lactacidogen wurde nach der Methode von Embden?’) 
bestimmt, bei der die im Muskelbrei nach Zusatz von Bicarbonat in 
3 Stunden bei 40° abgespaltene Phosphorsiiure ermittelt wird. 

Die Bestimmung des Glykogens geschah nach der Mikromcthode 
von Bang (1906) mit den von Weber") angegebenen Modifikationen. 
Von dem in der iitblichen Weise getiteten und enthiuteten Frosch 
werden die Muskeln abpriipariert, in fliissige Luft geworfen und zer- 
mahlen. Etwa 0,6—0,8 g des Muskelpulvers kommen in vorher ge- 
wogene Zentrifugengliiser, die 2 ccm 60°/,ige Kalilauge enthalten; nach 
Temperaturausgleich Bestimmung der Muskelmenge durch erneute Wii- 
gung; es wurden stets Doppelanalysen angesetzt. Die Gliser werden 
1 Stunde im Wasserbad bei 100° gehalten, bis alle Fléckchen ver- 
schwunden sind. Nach Zugabe von 2 cem Wasser wird so viel hoeh- 
prozentiger Alkohol hinzugefiigt, ds die Alkoholkonzentration 60°/, 
betriigt. 

Die Gliiser, in denen das Glykogen jetzt ausfillt, kommen fir 
einen Tag in den Kisschrank; darauf wird zentrifugiert, abgegossen, 
wieder 1 Tropfen 60°/,ige Kalilauge zugesetzt und das Glykogen noch- 
mals mit 10 eem 96°/,igem Alkohol ausgefillt; nach abermaligem Stehen 
im Eisschrank wird wieder zentrifugiert, abgegossen, und mit 10 ccm 
2°/,iger Salzsiure nachgefiillt, und dann 3 Stunden im Dampfbad hydro- 
lysiert unter Sfterem Nachfiillen von Wasser. Sodann wird der Inhalt 
des Glases quantitatiy in einen 100-ccm-Kolben iiberfiihrt, 1 Tropfen 
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Phenolphthaleinlésung und etwa 10°/,ige Natronlauge bis zur be- 
ginnenden Rotfirbung zugesetzt. Durch einen Tropfen 10°/,iger Essig- 
siiure wird dann die Rotfirbung wieder zum Verschwinden gebracht 
und der Inhalt bis zur Marke mit Wasser aufgefillt. In einem aliquoten 
Teil der Lésung wird der Zucker nach Bang bestimmt; die zu ana- 
lysierende Menge hingt vom Glykogengehalt ab; sie darf 0,2—0,7 mg 
Zucker enthalten. Der Glykogengehalt wird als Zucker angegeben. 


I. Der Milchsauregehalt der Muskeln nach Durchschneidung 
der Rami communicantes. 


Zunichst wurde in 10 Vorversuchen der Milchsiuregehalt 
der zerschnittenen Muskeln ohne Anwendung von Kiskihlung 
bei der Zerschneidung bestimmt; die gefundene Milchsiure war 
also hier erst zu einem wesentlichen Teil beim Zerschneiden 
gebildet worden. Zu jeder Analyse wurden die Muskeln einer 
hinteren Extremitit verwendet. Die Unterschiede im Milch- 
siuregehalt der Muskeln betrugen in 6 Fallen unter 2°/, des 
Wertes, in 3 Fallen bis zu 6°/,; nur in einem Fall wurden 
18°), Differenz gefunden. In neun weiteren Versuchen wurde 
in derselben Weise der Milchsiuregehalt bestimmt, nachdem 
den Fréschen auf der linken Seite die Rami comm. durch- 
schnitten worden waren. Die gefundenen Milchsiurewerte 
schwankten in den einzelnen Versuchen zwischen 35 und 143 mg 
Prozent; in sechs von diesen Versuchen betrugen die Unter- 
schiede zwischen den beiden Seiten 0 bis 6°/,; in den drei 
iibrigen war der Milchsiuregehalt auf der operierten linken 
Seite um 9 bzw. 13 und 20°/, geringer als auf der normalen 
Seite. Wenn diese Befunde auch keinen RiickschluB auf den 
Milchsiuregehalt der intakten Muskeln gestatten, so sind sic 
doch im Hinblick auf die IJ. Versuchsreihe von Interesse. 

Tab. I zeigt die Ergebnisse, die beim Zerschneiden der 
Muskeln in eisgekiihlter Salzsiure erhalten wurden. Die Milch- 
siurewerte an normalen nicht operierten Tieren entsprachen 
mit 9—17mg Prozent den von Meyerhof, Hopkins und 
Laquer!") gefundenen: Nr. 1—38, Tab. 1. Die Unterschiede 
zwischen den beiden betrugen selbst bei diesen niedrigen Werten 
nicht iiber 11°/, des Milchsiurewertes. Sobald die Frésche 


/0 
bei der Durchschneidung der Wirbelsiule eine Streckbewegung 
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Tabelle I. 
Milchsiuregehalt der Froschmuskeln nach Zerschneidung der Muskeln 


in eisgekiihlter Salzsiiure. 











Zeit: Milchsiiuregehalt d. Muskeln 
Ge- ware der hinteren Extremitiiten 
Nr. | Datum wicht Operation in mg °%/, 
bis Tétung 
¢ in Stunden links | rechts J>~+r % 
1 29. I. -. — 9,2 9,2 —- 2 
2 ae = ~- 15,1 13, 11 
¢ 3. i. _ 17,4 17,9 — | 
4 4. If. 2 2'/, 20,8 51,0 — 38 
5  e 30) 31), 30,0 18,7 38 
6 6, Il. 35 ae 58,6 74,6 — 2 
7 4. Il. 28 y4/, 18,3 31,0 - 4} 
8 5. IT. 26 6 20,2 35,6 } 
9 5. I. 28 6 56,6 80,0 29 
10 $. 7 34 9 7,9 15,9 fi 
11 i. 32 9'/, 8,0 11,7 — 26 
12 8. IT. 27 201), 27,9 39,8 — 29 
13 8.11. | 29 20'/., | 8,5 25,2 — 66 











\r. 1—3 normale Frésche; Nr. 4—138 Rami comm. links durchschnitten. 


austihrten, waren die Werte natiirlich héher; da die leichteste 
Narkose den Milchsiiuregehalt der Muskeln steigert, so sind 
die etwas héheren Werte auf der normalen Seite der operierten 
Tiere (16—80 mg Prozent) wohl zum Teil auch auf die bei 
der Operation angewandte Narkose zu beziehen, obwohl diese 
2—20 Stunden zuriicklag. In den Muskeln, deren Rami comm. 
durchschnitten waren, wurde nun stets betrichtlich weniger 
Milchsiure gefunden als in den normalen Muskeln, und zwar 
um 21—66°/,, im Mittel um 37,7 °/ 


) weniger. 


Das Ergebnis war nun ein ganz anderes, wenn die Muskeln 
unter Verwendung von fliissiger Luft verarbeitet wurden, 
vgl. Tab. Il. Bei dieser Methodik konnten nur die Mm. ga- 
strocnemii zur Analyse verwendet werden, so daB zu jeder 
Analyse 83—10 Frésche gleichzeitig verarbeitet werden muBten. 
Wurden die Tiere 18—20 Stunden nach der Operation getétet 
(Nr. 1—6, Tab. Il), so wurde der Milchsiiuregehalt in den 
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Tabelle II. 


Milchsiiuregehalt der Mm. gastrocnemii bei Verwendung von fliissiger 








Luft. 
Zahl Zeit: Milchsiiuregehalt d. Mm. 
Nr. | Datum der Operation gastrocnemii in mg °/) 
Woiteche bis Tétung . 

in Stunden links rechts J>~r °/, 

1 | 25. ID. 6 18 15,9 127 | +25 
2 | 24, TIL. 6 181/, 38,6 23,1 + 67 
8 18. ILI. 3 22 30,6 28.8 + 3] 
4 3. iL. 7 23 33,8 25,0 + 35 
5 2. IIL. 3 24 35,2 25,1 + 40 
6 Rae 5 a 23,0 16,6 + 39 
7 $27. EL 4 43° 12,5 15,2 ~~ i 
8 15. LI. 3 48 28,6 39,7 — 28 
9 | 23. ID. 5 60 47,0 32,5 + 45 
10 10. IIL. 10 96 12,6 14,9 — 16 














Zu jeder Analyse wurden 83—10 Tiere verwendet; allen Fréschen waren 
die Rami comm. links durchschnitten. 


Muskeln der linken (operierten) Seite um 25—67°/,, im Mittel 
um 39,5°/, héher gefunden als in denen der normalen Seite; 
die Frésche 7—10 (Tab. Ll) wurden erst 48—96 Stunden nach 
der Operation getétet; bei diesen war der Milchsiuregehalt 
auf der operierten Seite um 16—26°/, geringer, nur in einem 
Hall um 48°/, héher als auf der normalen Seite. Aus diesen 
Befunden mu wohl der SchluB gezogen werden, dab der Stoff- 
wechsel in den Muskeln nach Ablauf von 2 Tagen nach der 
Durchschneidung der Nerven sich anders verhalt wie an den 
ersten beiden Tagen nach der Operation. Betrachten wir nur 
die Befunde an diesen ersten beiden Tagen nach der Operation, 
so ist also die Zunahme des Milchsiuregehaltes als die 
tatsiichliche Wirkung der Ausschaltung der sympa- 
thischen Innervation anzusehen. Die relative Verminde- 
rung der Milchsiiurewerte in den ersten Versuchen ohne fliis- 
sige Luft hat vorwiegend methodisches Interesse. Die Ver- 
minderung mag daher kommen, da8 beim Arbeiten ohne 
fliissige Luft die Stoffwechselvorginge nicht sofort unterbrochen 
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werden, sondern noch in schwer zu iibersehender Weise eine 
Zeitlang weiter gehen (siche Zusammenfassung). 

Es lag der Gedanke nahe, dai beim Zustandekommen 
dieser Befunde die vermehrte Durchblutung der Muskeln der 
operierten Seite einen Anteil hat. Diese Vermutung wurde 
anscheinend durch Versuche bestiitigt, in denen den Fréschen 
sogleich nach der Nervendurchschneidung die Aorta unter- 
bunden wurde. Bei diesem Vorgehen fand sich auch bei Zer- 
schneiden der Muskeln unter Hiskiihlung stets auf der ope- 
rierten Seite ein héherer Milchsiiuregehalt als in den Muskeln 
der normalen Seite, vgl. Tab. III. 


Tabelle ILI. 


Milchsiiuregehalt der Muskeln nach Durchselineidung der Rami comin. 
(links) und Ligatur der Aorta. 





aia Milchsiuregehalt d. Muskeln 
Zeit: . ae : ee 
. der hinteren Extremitiiten 
Nr. Datum Operation bis ie 
Tétung in Stunden ene 
links rechts %/J>r"/y 
1 HM. at. My), 76,0 58,0 + 31 
2 19. Il. a), 65,3 58,7 + 11 
3 19. IL. 1°), 48,4 35,0 + 38 
4 18. II. 41, 50.1 30,0 + 67 
5 19, IL. At), 17,9 14,0 + 28 
( 18. IL. BY 46,7 31,8 +47 
7 19. Il. 54, 55,3 33,3 + 66 
8 is II. 6°/, 42.6 24.1 re 











Die Muskeln wurden in eisgekiihlter Salzsiiure zerschnitten. 


Kin ganz ahnliches Ergebnis wie nach Unterbindung der 
Aorta konnte nun beim Zerschneiden der Muskeln unter Eis- 
kiihlung auch dadurch erzielt werden, daB die hinteren Ex- 
tremititen der Frésche kurze Zeit tetanisch gereizt und die 
Tiere unmittelbar darauf getétet wurden, vgl. Tab. 1V. 

Die Elektroiden wurden den Frischen zu beiden Seiten des kau- 
dalen Endes der Wirbelsiiule eingestochen; die Reizung erfolgte un- 
unterbrochen mit faradischem Strom; der Rollenabstand wurde so ge- 
wihlt, da& eine maximale Kontraktion der Muskeln gewiihrleistet war. 
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Tabelle IV. 


Milchsiuregehalt der Muskeln nach Durehschneidung der Rami comm. 
und tetanischer Reizung des Riickenmarks, 





= D isc Milchsiiuregehalt d. Muskeln 
~ auer der tetan. : . a 
= were der hinteren Extremitiiten 
Nr Operation Reizung ; ? 
= ite in mg °/, 
iG in Minuten Senin 
links | rechts | />~7' 
l}ew — 5 121 128 — 6 | 
21 tm - 5 119,5 119,5 + 0 
81eu 5 107 114 — 
44tm 20 120 116 + 4 
4 Pee Rami comm. ‘ 119 119 ae 
links 
6 | e » Idurehsehnittl. 5: 383 150 + 156 
T] ¢ m ‘s 5D 110 97 + 14 
Stem as 95 87 69 + 26 
9 Em - 65 96 116 — 21 














Die Frésche Nr. 1—8 wurden sofort nach Beendigung der faradischen 
Reizung getétet; Frosch 9 jedoch erst 60 Minuten spiiter; die Muskeln 
wurden in eisgekiihlter Salzsiure zersehnitten. 


An normalen nicht operierten Fréschen betrugen die 
Unterschiede im Milchsiuregehalt der Muskeln der _ beiden 
Seiten 0—69/, (Nr. 1—4, Tab. IV); die Milchsiurewerte waren 
dabei im Vergleich zu denen ungereizter Frésche um das Drei- 
bis Vierfache erhéht. Bei den Fréschen, denen die Rami 
comm. links durchschnitten worden waren, fand sich nach der 
tetanischen Reizung auf der operierten Seite in drei Fiillen 
die Milchsiure um 14—156°/, vermehrt, nur in einem 
Falle war kein deutlicher Unterschied vorhanden; der letzte 
Versuch, in dem die Milchsiure links vermindert war, ist 
anders zu bewerten, da hier das Tier erst 60 Minuten nach 
Beendigung der Reizung getétet wurde. 

In der folgenden Versuchsreihe wurden den Fréschen 
Coffein injiziert. Vom Coffein ist bekannt, daB es den Milch- 
siuregehalt der Muskeln erheblich steigert (Ransom!), 
Meyerhof'*) und dadurch eine Muskelstarre hervorru(t; 
ferner kommt dem Coffein eine GefiBwirkung zu; die Wirkung 
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auf die MuskelgefiiBe bestand bei der von uns angewandten 
GabengréBe, die regelmibig zur Starre der Muskeln fihrte, 
in einer maximalen Kontraktion der Arterien, die schon an der 
‘juBerst blassen Farbe der Muskeln auch auf der operierten 
Seite als Folge der schlechten Durchblutung zu erkennen war. 
Intrakardiale Injektionen von schwarzer Tusche, wie sie Gabbe 
(a. a, O.) anwandte, um die stirkere Durchblutung der Muskeln, 
deren Rami comm. durchschnitten worden waren, nachzuweisen, 
fiihrten bei den Fréschen auf dem Hohepunkt der Coffein- 
wirkung auch auf der operierten Seite nicht mehr zur Fiarbung 
der Muskeln, obwohl das Herz fast in allen Versuchen noch 
ziemlich kraftig und regelmiBig schlug. Die an nicht mit Coffein 
injizierten operierten Fréschen vorhandenen Unterschiede in 
der Durchblutung der Muskeln der beiden Seiten waren also 
unter der Coffeinwirkung nicht mehr nachweisbar. ‘Trotzdem 
wurde nun bei den Coffeinfréschen der Milchsiuregehalt der 
Muskeln auf der operierten Seite regelmiBig betrachtlich er- 
héht gefunden, vgl. Tab. V. Bei nicht operierten Tieren 
waren die Unterschiede im Milchsiiuregehalt der Muskeln der 
beiden Seiten nach Coffeininjektion 12 bis 14°/,; trotz vélliger 
Starre der Muskeln waren die absoluten Werte nicht so hoch 
wie man nach den Angaben der Literatur hiitte erwarten 
kénnen; 200 mg°®/, war das Maximum; allerdings wurden nur 
Hungerfrésche, und zwar im Mirz, verwandt. Bei den ope- 
rierten Tieren wurde nach Coffeininjektion auf der operierten 
Seite um 23—106°/,, im Mittel von 9 Versuchen um 50 °/, 
mehr Milchsiiure gefunden als auf der normalen Seite. 

Das Coffein vermag die Milchsiurebildung also in den 
Muskeln, deren Rami comm. durchschnitten worden waren, in 
hoherem Grade zu steigern als in den normalen Muskeln. 
Allerdings kénnte eingewendet werden, da® die anfangs nach 
der Injektion noch vorhandene vermehrte Durchblutung der 
Muskeln auf der operierten Seite dazu gefiihrt habe, daB auf 
dieser Seite mehr Coffein in die Muskeln eindringen konnte 
als auf der nicht operierten Seite; die Unterschiede im Milch- 
Siuregehalt der Muskeln wiiren dann auf Unterschiede im 
Coffeingehalt zu beziehen; die Starre war aber anscheinend 
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Tabelle V. 


Milchsiuregehalt der Muskeln nach Durchschneidung der Rami comm. 
und Injektion von Coffein. 





S Feit: Coffein nate. Zeit: Milchsiuregehalt der Muske!) 
= Operation bis} salic. injie. |[njektion bis} er hinteren Extremititen 
cE Injektion | mg pro 1g Tétung in mg "/o 

O] in Stunden Tier in Minuten links rechts | l>,r° 
25 dase 3,0 15 89,0 195 +12 
25 _ 2,5 40 174,0 199 = 18 
do] — 1,0 45 81,5 72,0 + 13 
30 — 2,0 50 187 217 — 14 
35 8,8 3.0 15 89 69 + 25 
40 3,8 2,0 85 56 $ +- 65 
42 0,6 1,0 ae 63 36 + 15 
28 24,5 2,8 30 135 109 + 24 
35 4,7 1,0 45 72 49 AT 
28 3,3 1,0 D0 D4 44 + 25 
38 4,7 1,0 50 115 78 4+ 47 
28 23,5 2,9 60 156 117 + 34 
24 Bs 1,0 65 142 69 + 10 

















Frosch 1 bis 4 warden nicht operiert; den Fréschen 5—15 wurden dic 

Rami comm. links durchschnitten; das Coffein wurde in 10°/,iger Lisung 

intraperitoneal injiziert. Die gefrorenen Muskeln wurden in eisgekihlter 
Salzsiiure zerschnitten. 


auf beiden Seiten gleich, nimlich maximal, so daB man mii 
einer ungleichen Cofleinwirkung wohl nicht zu rechnen braucht. 
Es ist bemerkenswert, daB diese Unterschiede im Milchsiure- 
gehalt nach Coffein auftreten, trotzdem auf beiden Seiten dic 
Coffeinstarre irreversibel und mit Zerstérung der mikroskopi- 
schen Muskelfaserstruktur verbunden ist (Jakobj und Golo- 
winsky?®), 5 

Es sei hier noch iiber Versuche berichtet, in denen den 
Fréschen Harnstoff injiziert wurde. Bei Versuchen iiber den 
Stoffaustausch zwischen Blut und Gewebe nach Ausschaltung 
der sympathischen Innervation fand Gabbe (a. a. O.), daB die — ¢ 
Muskeln der operierten Seite 40—60 Minuten nach Injektion — 
von Harnstoff 40—80°/, mehr Harnstoff enthielten als die 


lo 
normalen Muskeln. Dabei wurde beobachtet, daB die Muskeln 
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nach den Harnstoffinjektionen eine auffallende Steigerung ihrer 
Krregbarkeit fiir direkte mechanische Reize aufwiesen. Es ist 
daher von Interesse, ob diese Zunahme der Erregbarkeit mit 
einer Anderung des Milchsiuregehaltes der Muskeln einher- 
geht, und ob eine solche auf der operierten Seite der 
hdheren Zunahme des Harnstoffgehaltes entspricht. Den ope- 
rierten Fréschen wurde ebenso wie in den Versuchen von 
Gabbe 1,0 ccm 20°/iger Harnstofflésung pro 20 g Tier intra- 
vends injiziert und neben der Milchsiure der Harnstoff- 
gehalt der Muskeln mit der Urasemethode bestimmt. In der 
Mehrzahl der Versuche fanden wir den Harnstoffgehalt der 
Muskeln auf der operierten Seite um 18—67°/, hoher als auf 
der normalen Seite. Der Milchsiiuregehalt der Muskeln war 
bereits auf der nicht operierten Seite etwa 8—10mal gréBer 
als bei nicht mit Harnstoff injizierten Tieren; der Harnstofi 
gehért also ebenfalls zu den Stoffen, die die Milchsiurebildung 
im Muskel steigern. Die Milchsiure war bei den Harnstof- 
fréschen auf der operierten Seite um 13—74°/,, im Mittel 
von 6 Versuchen um 44°/, gesteigert gegeniiber der normalen 
Seite. Diese Steigerung bestand auch dann, wenn Unter- 


Tabelle VI. 


Milchsiure- und Harnstoffgehalt der Froschmuskeln 
nach Harnstoffinjektion. 



































Harnstoff-| Zeit: | Harnstoffgehalt der} Milchsiiuregehalt 
Ge- | Injektion | Injektion] Muskeln in mg°/, |der Muskeln in mg °/, 

wicht |20°/, Lésung|bisTétung]~ = 
aan 5 i i>rti,. : tor 

in g ao com Minuten | links rechts °F, links sea 
32 1,5 45 374 526 — 29] 298 186 | + 60 

30 1,5 70 117 142 —18] 153 102 | + 50 

35 1,8 50 £04 681 + 18] 143 126 | + 14 

32 1,6 5d 361 353 + 2 71 40 | + 78 

34 1,7 90 1425 854 + 67] 108 95 | +14 

36 1,8 80 1138 753 | +50] 95 62 | +54 


Den Fréschen waren die Rami comm. auf der linken Seite durch- 
schnitten; die gefrorenen Muskeln wurden in eisgekihlter Salzsiure 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXI. 


zerschnitten. 


20 
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schiede im Harnstoffgehalt nicht mehr vorhanden waren; die 
Zunahme des Milchsiuregehaltes ging indes derjenigen des 
Harnstoffs nicht parallel. 


II. Der Gehalt der Muskeln an Glykogen und Lactacidogen 
nach Durchschneidung der Rami communicantes. 


In den in Tab. II wiedergegebenen Versuchen 2, 38, 4, 8, 
9 und 10 wurden auch das Glykogen und Lactacidogen in 
den Muskeln bestimmt. Wie Tab. VII zeigt, wurde die Menge 
des Glykogens auf der operierten Seite stets vermehrt ge- 
funden, und zwar um 11—62°/,, im Mittel um 3,7°/,. In 
Versuch 3, Tab. VIL wurde auch Glykogen nach 2 stiindigem 
Verweilen der zerschnittenen Muskeln im Brutschrank bei 40° 
unter Zusatz von Natr. bicarb. bestimmt; der Glykogengehalt 
wurde darauf auf etwa '/, des Ausgangswertes vermindert ge- 
funden; dabei iibertraf der Glykogengehalt auf der linken Seite 
den der rechten noch immer um 41°/,. Kin Vergleich der 
Glykogen- und Milchsiiurewerte zeigt, daBb das Glykogen auf 
der operierten Seite auch dann vermehrt war, wenn am dritten 
oder vierten Tage nach der Operation die Milchsiure auf der 
linken Seite vermindert gefunden wurde. 

Die Menge des Lactacidogens war auf der operierten Seite 
in 3 Versuchen um 10—19°/, vermindert, jedoch in einem 
Versuch um 22°/, erhdht (siehe Tab. VID). 

Ich habe mich bisher im wesentlichen mit der Wieder- 
gabe der Befunde begniigt. Es schien iibersichtlicher, die Er- 
gebnisse zusammenfassend zu besprechen. 

An erster Stelle zu erértern ist der Unterschied der beiden 
Methoden, die zur Vorbehandlung der Muskeln zur Milchsiure- 
bestimmung verwendet wurden, und ihr EinfluB auf das Er- 
gebnis. Die Methode, nach Fixierung in flissiger Luft die 
Muskeln zu verarbeiten, ist wohl heute die einwandfreieste. 
Sie zeigt am besten die Milchsiuremenge an, die im Augen- 
blick der Abtrennung der Extremititen in den Muskeln vor- 
handen war. Die zweite Methode — Vorkihlung der iber- 
hiuteten, reizlos abgetrennten Extremitat — laBt die Méglichi- 
keit zu, daB& die Stoffwechselprozesse noch eine Zeitlang weiter- 
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gehen. Sie kann dadurch andere Werte liefern, als die erste 


Methode. Der Unterschied der zweiten Methode gegeniiber 
der ersten besteht aber nicht nur in einer nicht so prompten 


Unterbrechung der Stoffwechselvorginge, es kommt vielmehr 


noch hinzu, daB sich Unterschiede physikalischer oder chemi- 
scher Art, die im Moment der Abtrennung der Muskeln zwischen 
beiden Seiten schon vorlagen, noch eine Zeitlang unter Be- 


dingungen auswirken kénnen, die von denen im intakten, lebenden 
Tier abweichen; so bestehen z. B. die in vivo vorhandenen 


Unterschiede im Blutgehalt noch fort, aber jetzt bei aus- 


geschalteter Zirkulation. Es ist daher durchaus verstindlich, 


daB die zweite Methode andere Werte liefert, wie die erste. 
Tab. VIII zeigt eine Gegeniiberstellung der Milchsiiure- 
befunde mit beiden Methoden. 


Tabelle VIIL. 





Mit fliissiger Luft auf 


: a Ohne fliissige Luft auf der operierten Seite 
der operierten Seite ” I 


Milchsiiure vermehrt Milchsiure vermindert 


Glykogen ‘4 Milchsiiure nach Aortenunterbindung vermehr! 


Milchsiiure nach Coffeininjektion vermehrt 





Milchsiiure nach Harnstoffinjektion vermehrt 


Wir finden also bei sofortiger Fixierung als Sympathicus- 
wirkung eine Vermehrung der Milchsiure auf der operierten 
Seite, bei der Methode ohne fliissige Luft, bei der die Lebens- 
vorgiinge noch einige Zeit weitergehen, dagegen eine Verminde- 
rung. Wihrend der Zeit der Vorkiihlung muB also ein Faktwr 
wirksam gewesen sein, der die urspriinglich vermehrte Milch- 
siure zum Verschwinden bringt. Wir kennen den Faktor nicht: 
die niichstliegende Erklirung ist wohl die vermehrte Durch- 
blutung infolge der sympathischen Entnervung. Im Augenblick 
der Abtrennung der Extremititen enthilt die operierte Seite 
mehr Blut. Wenn der vermehrte Blutgehalt die Ursache der 
Milchsiiureverminderung bei der zuletzt genannten Methode ist, 
dann miiBte nach Ausschalten dieses Faktors die Milchsiure 
auch ohne sofortige Fixierung durch fliissige Luft vermehrt 
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sein. In der Tat finden wir nach Unterbindung der Aorta 
ein Plus an Milchsiure. DaS wir diese Ergebnisse auch ohne 
sofortige Fixierung gefunden haben, spricht fiir die gegebene 
Deutung, denn bei dieser Frage kommt es nicht auf die abso- 
lute GréBe an, sondern auf den Unterschied vor und nach 
Zirkulationsausschaltung. Die Vermehrung der Milchsiiure nach 
Coeffeininjektion hat méglicherweise ebenfalls ihre Ursache in 
der Ausschaltung der Zirkulation (s. 8. 290). 

Die Harnstoffversuche sind schwierig zu deutem AuBer 
der absoluten Vermehrung der Milchsiure finden wir nach 
Harnstoffinjektion auf der symphatektomierten Seite auch relativ 
mehr Milchsiure. Die Vermehrung wird m:n vielleicht in 
Zusammenhang bringen mit der oben erwihnten Steigerung der 
allgemeinen Erregbarkeit der Muskeln nach Harnstoffinjektion, 
wihrend die Ursache fiir die Differenz am nichstliegenden in 
der gréBeren Harnstoffmenge in den Muskeln der operierten 
Seite zu suchen ist. 

Ks bedarf die Frage noch einer Besprechung, ob die er- 
haltenen Befunde allein auf die im Gefolge der Nervendurch- 
schneidung eingetretene Zirkulationsiinderung bezogen werden 
diirfen, oder ob dariiber hinaus ein direkter Einflu8 der sym- 
pathischen Innervation auf die Stoffwechselprozesse in den 
Muskeln zu erkennen ist. 

Wenn es statthaft sein sollte, aus den Versuchen, in denen 
die Muskeln mit Eiskiihlung vorbehandelt wurden, einen SchluB 
zu ziehen auf die Wirkung der vermehrten Durchblutung auf 
den Milchsiuregehalt, so kénnte dieser nur dahin lauten, daB 
der vermehrte Blutgehalt zu einer Verminderung der Milch- 
siure fiihrt. Dann wire die Zunahme der Milchsiure auf der 
operierten Seite wohl kaum anders zu deuten, denn als Folge 
des Ausfalls einer direkten Sympathicuswirkung auf den Stoff- 
wechsel des Muskels. Da aber bei den beiden verwendeten 
Methoden die Bedingungen, die der Zerschneidung der Muskeln 
vorausgingen, verschieden waren, so ist diese SchluBfolgerung 
angreifbar, die Frage, ob ein direkter KinfluB des Sympathicus 
auf die Muskeln statthat, bedarf daher bis zu ihrer Klairung 
noch weiterer Bearbeitung. 





298 Hans Edwin Bittner, 


Zusammenfassung. 


1. Nach Durchschneidung der Rami communicantes am 
Frosch wurde in den von diesen versorgten Muskeln der Ge- 
halt an Milchsiure um etwa 40°/,, an Glykogen um etwa 34°), 
vermehrt gefunden, wihrend das Lactacidogen um 18°/, ver- 
mindert war. 


2. Der Milchsiuregehalt der Muskeln wurde auf der ope- 
rierten Seite auch dann erhdht gefunden, wenn den Tieren 
sogleich nach der Operation die Aorta unterbunden wurde. 


3. Die Milchsiurebildung nach Coeffeininjektionen, die zur 
Starre der Muskeln fiihren, iibertrifft in den Muskeln, deren 
sympathische Innervation ausgeschaltet ist, die in den normalen 
Muskeln um etwa 50°/). 


4, Nach Injektion von Harnstoff in groBen Dosen betrug 
der Milchsiuregehalt der Muskeln das 8S—10fache der Norm; 
derselbe war auBerdem in den Muskeln, deren Rami comm. 
durchschnitten worden waren, um etwa 44°/, erhdht. 
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Uber die chemische Zusammensetzung der Qualle 
Velella spirans. 


Von 


Felix Haurowitz und Heinrich Waelsch. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Oktober 1926.) 


Die im gleichen Institute ausgefiihrten Untersuchungen?! ?* 
an Rhizostomen lieBen es wiinschenswert erscheinen, eine Ge- 
samtanalyse eines in gréBeren Mengen zu beschaffenden niedereu 
Tieres durchzufiihren. Die Gelegenheit dazu bot ein Aufenthalt 
in der zoologischen Station Villefranche-sur-mer, wihrend dessen 
durch den Mistral ungeheure Mengen der Qualle Velella spirans 
angeschwemmt wurden. 

Etwa 100 kg der feuchten Quallen wurden gesammelt und 
durch Ausbreiten auf den heiBen SteinflieBen der Station in 
der Sonne getrocknet, wobei etwa 4,5 kg Substanz erhalten 
wurden. 2,5897 g dieser lufttrockenen Quallen gaben im 
Trockenschrank, bis zur Gewichtskonstanz bei 100° getrocknet. 
noch 0,1971 g Wasser ab, d.i. 7,6°/,. Zur Kontrolle iiber 
etwaige sekundire Zersetzungen wihrend des Liegens an der 
Sonne wurde ein kleinerer Teil der frischen Quallen direkt 
in die 3fache Menge Alkohol gebracht, ein weiterer Teil frisch 
mit Toluol verriihrt und aufbewahrt, schlieBlich ein letzter 
Teil in frischem Zustand untersucht. 

29,3 g der lufttrockenen Quallen (= 27,1 g Trockensubstanz) 
wurden in der Kialte erschépfend mit Ather, Alkohol, Wasser 
und n/10-HCl extrahiert, wie wir es in der Arbeit iiber die 
Gonaden von Rhizostoma beschrieben haben. Die Extrakte 
wurden in Quarzschalen am Wasserbad eingedampft, dann im 








oe REPAIR me a 














ee 


‘ 
: 
4 
4 
S 
2 
4 
z 

A 
Pd 
L 
4 


Uber die chemische Zusammensetzung der Qualle Velella spirans. 301 


Trockenschrank bei 105° getrocknet und gewogen. Nun wurde 
in den gleichen Schalen vorsichtig verascht und neuerlich ge- 
wogen. Die Tab. I zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung. 


Tabelle I. 





ora SS EE eas Neer 








‘Trockenriickstand Aschengehalt 
Bezeichnung am ‘ | be : 
oO 0 oO 0/ 
a) 0 Se) 10 
Atherextrakt . . . . 0,7553 2,78 0,0230 0,085 
Alkoholextrakt . . . 0,6558 2,42 0,2173 0,80 
Wasserextrakt . . . 7,4353 27,4 5,3060 | 19,6 
HCl-Extrakt . . . . 83,3476 12.3 2,2189 8,2 
Riickstand. . . . 14,9821 | 55,0 4,8972 18,1 
Zusammen 27,1261 100,0 12,6624 | 46,8 


Die Ausbeute an Wasserextrakt und HCl-Extrakt war viel 
geringer, wenn in der Hitze extrahiert wurde, da dann Eiweih 
koaguhert wurde und im Riickstand verblieb. 

Zur Untersuchung des Atherextraktes wurden 835 ¢ 
lufttrockener Quallen in bekannter Weise mit Ather, dann mit 
Alkohol behandelt, aus dem Alkoholauszug der sekundire 
Atherextrakt gewonnen und in den vereinigten Atherausziigen 
die Konstanten bestimmt. Wir fanden: 


Verseifungszahl ..... . 190 
ee SS SP aK ww ow 4 oe 
etmmerssbl . nw te ee OO 
Unverseifbares. . . . .. . 5,3 °/, 
Phosphorgehalt ..... . 0,338°/,, 


Ks wurde mit 4°/,iger alkoholischer KOH verseift, der 
Alkohol abdestilliert, die Seifen in Wasser aufgenommen und 
vom Unverseifbaren getrennt. Durch Acetylieren des letzteren 
mit Essigsiureanhydrid erhielten wir Krystalle von Cholesterin- 
acetat, die aus Ather und Alkohol umkrystallisiert und ge- 
reinigt wurden. Sie wurden durch Verseifung in Cholesterin 
umgewandelt und dieses durch seinen Schmelzp. 145° und 
durch die Farbreaktionen nach Liebermann- Burchard, nach 
Neuberg und nach Salkowski identifiziert. Die Phyto- 
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sterinproben waren negativ. Aus der Mutterlauge des Chol- 
esterinacetates gewannen wir einen bei etwa 35° schmelzenden 
Riickstand, der durch seinen Siedepunkt von 185° bei 12 mm 
Druck und durch seine Uberfithrbarkeit in Palmitinsiiure vom 
Schmelzp. 63° mittels schmelzenden Kalis als Cetylalkoho! 
charakterisiert ist. 

Die Seifenlésung wurde durch Ansiuern mit H,SO, von 
den Fettsiuren befreit und die saure Lisung durch Destillation 
auf die Hilfte eingedampft. Danach wurde alkalisch gemacht, 
auf das urspriingliche Volum (200 ccm) aufgefiillt und wiederum 
auf die Hilfte eingedampft. Wir gewannen derart ein bei 
saurer und ein bei alkalischer Reaktion tibergegangenes Destillat. 
Im ersteren lieB sich durch die saure Reaktion und durch 
Reduktion von KMnO,, sowie von ammoniakalischem AgNO, 
Ameisensiure nachweisen, wahrend andere fliichtige Fettsiuren 
und Phenole vermiBt wurden. Zur Neutralisation der iiber- 
gegangenen Ameisensiiure brauchten wir 4,0 ccm n/10-Baryt- 
wasser. Das zweite Destillat wurde mit HCl angesiiuert und 
eingedampft, wobei 0,0290 g salzsauren Trimethylamins erhalten 
wurden, das durch den Schmelzpunkt des umkrystallisierten 
Jodquecksilberdoppelsalzes von 135° und durch Titration nach 
Woodward und Alsberg‘) geniigend charakterisiert erscheint. 
Der waBrige Destillationsriickstand enthielt groBe Mengen 
(slycerin, die sich durch Acroleinbildung bei trockener Destillation 
mit KHSO, und durch die Acroleinprobe mit ammoniakalischem 
AgNO, nachweisen lieBen. Phenole (Millonsche Reaktion’ 
und nichtfliichtige Basen (PWS) fehlten in der glycerinhaltigen 
Lésung. 

Die wasserunléslichen Fettsiuren wurden in bekannter 
Weise mit Pb-Acetat und Ather fraktioniert und aus 3,3060 ¢ 
derselben 0,8835 g ungesiittigter Siuren gewonnen, d.i. 27 °/.. 
Sowohl durch Oxydation mit alkalischem Permanganat nacl 
Hazura und Griitzner®), als auch durch Bromierung nach 
Hehner und Mitchell®) erhielten wir Derivate der stark un- 
gesittigten Linusinsiure oder ihrer Isomeren; dagegen ver- 
miBten wir Olsiiure, Linolsiiure und deren Isomere. In den 
gesittigten Fettsiuren, deren Gemisch bei 45° schmolz und 
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eine Neutralisationszahl von 188 hatte, fanden wir bei fraktionierter 
Destillation bei 12mm Druck eine bei 176—178° tibergehende 
Fraktion vom Siedep. 53,5°, eine zweite bei 185—190° und 
eine dritte bei 210—220° iibergehende und bei 68° schmelzende 
Fraktion. Dadurch scheinen Stearin-, Palmitin- und Myristin- 
siure sichergestellt. 

Der Alkoholextrakt aus 1635 g lufttrockener Quallen 
wurde durch Ather von Fett befreit, dann in schwefelsaurer 
Liésung mit Phosphorwolframsiure (PWS) gefillt. Filtrat und 
Niederschlag wurden von PWS befreit und mit Mercurisulfat 
und Na,CO, so lange versetzt, bis ein Uberschu8 von beiden 
nachweisbar war. In gemessenen Teilen der durch H,S von 
Hg befreiten Lésungen wurde Gesamt-N und fliichtiger Anteil 
desselben bestimmt (vgl. Tab. Il). 


Tabelle II. 





: Gesamt-N | Fliichtiger N 
Bezeichnung . 
8 § 
i. PWS-Fillung, Hg-Fillung 2,12 1,87 
2. - Hg-Filtrat 0,20 O,11 
3. PWS-Filtrat, Hg-Fallung 0,50 0,12 
4. . Hg-Filtrat 0,67 0,13 








Methodik. Der Gesamt-N wurde hier wie auch im folgenden 
stets durch Mikrokjeldahlbestimmung nach Pregl bzw. Parnas und 
Wagner bestimmt’), wobei als Vorlage 5—15 cem n/10-Schwefelsiure 
dienten. Es wurde mit n/10-NaOH riicktitriert. — Zur Bestimmung des 
fliichtigen N wurde im gleichen Wasserdampfdestillationsapparat mit 
MgO 5 Minuten lang destilliert und in gleicher Weise titriert. 

Die Mikro-N-Methylbestimmungen wurden nach der im Anhang be- 
schriebenen Methodik vorgenommen. Die van Slykeschen Amino N- 
Bestimmungen erfolgten im van Sly keschen Mikroapparat’) in der vom 
Autor vorgeschriebenen Weise. Die mitgeteilten Werte sind bereits durch 
Abzug der Werte fiir Leerversuche mit gleichen Reagenzien korrigiert. 


Die fliichtigen Basen wurden in allen 4 Fraktionen 
nach Woodward und Alsberg untersucht.4) Wir fanden 
stets nur Ammoniak und Trimethylamin, niemals primire oder 
sekundiére Amine, noch auch Triithylamin. In Fraktion 1 
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bestimmten wir nach den genaunten Autoren durch Fiallung 
mit Jodquecksilberkalium das Trimethylamin quantitativ und 
fanden, einem Verbrauch von 0,20 ccm Reagens entsprechend, 
in einer Probe der fliichtigen Basen 11,8 mg Trimethylamin. 
In der gleichen Probe bestimmten wir im Filtrat des He- 
Niederschlages durch Zersetzen mit Natriumsulfid und Destil- 
lation mit NaOH das Ammoniak und gewannen durch Aui- 
fangen des Destillates in HCl und Eindampfen des Chlorids 
am Wasserbad 151,4 mg Chlorid mit 88,0 mg N, also reines 
Chlorammon. Das Trimethylamin wurde durch Umkrystalli- 
sieren des HgJ,-Doppelsalzes aus Alkohol und dessen Schmelz- 
punkt 136° identifiziert. Danach entfallen vom fliichtigen \ 
der 1. Fraktion 7,4 °/, auf Trimethylamin, 92,6 °/, auf Ammoniak. 

Die nichtflichtigen Basen der Fraktion 1 wurden 
nach Kossel und Kutscher mit Ag,SO, und Baryt behandel! 
und derart 4 Fraktionen gewonnen (vgl. Tab. III). 








Tabelle III. 




















Volumen | Davon zum | Verbrauch 
Bezeichnung der Lésung | Kjeldahl an Gesamt-N 
ecm ecm n/10-Siure g 
Purinfraktion 20 1 4,23 0,118 
Histidinfraktion 20 1 1,21 0,034 
Argininfraktion 20 1 0,22 0,006 
Lysinfraktion 20 1 2,78 0,078 


Wir versuchten die Purine nach Kriiger und Schitten- 
helm?!) zu fraktionieren und versetzten dazu mit NH,. Es 
fiel ein unléslicher geringfiigiger amorpher Niederschlag aus 
(Guanin?), der sich in keiner Weise krystallinisch erhalten liel. 
In dem von NH, durch Kindampfen befreiten Filtrat fielen 
durch Na-Pikrat reichlich gelbe Prismen aus, die, mit Ht! 
und Benzol zersetzt und am Wasserbad eingedampft, 64,8 mg 
farbloser Krystallnadeln liefern. Dieselben gaben deutlich dic 
Weidelsche Probe sowohl mit HNO, wie auch mit KCIO, 
+ HCl, enthielten weder Amino-N (nach van Slyke bei 5 Stdn. 
Kinwirkung), noch auch O- oder N-Methyl, gaben dagegen 
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die Xanthinreaktion mit NaOCl und NaOH. Durch diese 
Higenschaften, durch die negative Kosselsche Adenin- 
reaktion und durch den N-Gehalt von 29,6°/, (statt 29,7) 
erweisen sie sich als salzsaures Xanthin. Ammoniakalische 
Ag-Lisung wurde nicht reduziert, so da die Purinfraktion 
frei von Harnsiure erscheint. Das Filtrat vom Xanthinpikrat 
wurde durch Ather und H,SO, zerlegt und durch Fallung 
mit ammoniakalischem AgNO, und Zerlegen mit HCl eine 
Substanz gewonnen, die siimtliche Xanthinreaktionen vermissen 
lieB, jedoch die Kosselsche Adeninreaktion mit Zn und 
NaOH gab, ebenso die Paulische Diazoreaktion. Wir fanden 
26,3°/, N, kein O- oder N-Methyl und vermuten, daB Hypoxanthin, 
verunreinigt durch Beimengungen einer unbekannten Substanz 
vorliegt. 

Belege: 64,8 mg Xanthinchlorid in 10 cem Wasser geldést; in 
1 eem Kjeldahl; Verb:auch 1,36 cem n/10-Séure. 

78 mg Hypoxanthin (?)-Chlorid in 10 cem Wasser gelést; Kjeldahl 
in 3 cem 4,4 cem n/10-Saure. 

Die Histidinfraktion wurde mit Amylalkohol und NaOH 
geschiittelt’*) und aus dem Amylalkohol durch HCl eine Base 
extrahiert, die starke Diazoreaktion gab, starke Knoopsche 
Histidinreaktion und die Brom addierte. Durch Umkrystallisieren 
des Chlorids aus Methylalkohol wurden groBe sechseckige, dem 
Histaminchlorid ahnliche Platten gewonnen, die 24°/, N und 
43°/, HCl enthielten, ferner etwa 6°/, N-Methyl. Das in kleinen 
Plittchen erhaltene Pikrolonat schmolz scharf bei 220°, so 
da sicher nicht reines Histamin (Schmelzp. 266° des Pikrolo- 
nats) vorliegt, vielleicht aber eine Mischung desselben mit 
anderen Substanzen. 

Belege. 22,0 mg Chlorid in 10 cem Wasser gelist; davon 1 eem 
fiir Kjeldahl 0,38 cem n/10-Siure; 1 cem nach Bang mit AgNO, und 
K,CrO, titriert 1,3 eem n/50-AgNO,; 1 cem Methylimidbestimmung 
0,46 com n/50-AgNO,. 

Der in Amylalkohol ungeléste Teil der Histidinfraktion 
wurde durch Fallen mit HgSO, und Soda von dem gréBSten 
Teil der Salze befreit und nach Entfernung des Hg mittels 
HS mit Pikrolonsdure gefillt. Das erhaltene, in langen Nadeln 
krystallisierende Pikrolonat vom Schmelzp. 265° glich voll- 
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kommen einem aus der Argininfraktion durch Behandlung mit 
Pikrolonsiiure gewonnenen Produkt. Wir fanden in 49,1 mg des 
durch HCl und Benzol gewonnenen Chlorids 5,6 mg N, ferner 
1,5mg N-Methyl. Millonsche und Diazoreaktion waren positiy, 
die Kreatininreaktionen negativ. Die Rotfirbung mit NaOC! 
und «-Naphthol nach Sakaguchi!) trat intensiv ein, so dali 
vermutlich ein Arginin- oder Agmatinderivat vorliegt. 

Belege. 49,1 mg Chlorid in 10 cem Wasser gelést; in 1 cem Kjel- 
dahl 0,40 cem n/10-Siure; in 1eem N-Methylbestimmung 0,50 ccm 
n/50-AgNQ,. 

Eine Fraktionierung der Lysinfraktion mit Pikrinsiure 
erwies sich als untunlich, da ein 6liger undefinierter Nieder- 
schlag ausfiel. Die Hauptmenge der schwefelsauren Lésung 
wurde vielmehr durch BaCl, in Chloride iiberfiihrt und nach 
Kindampfen am Wasserbad mit Alkohol extrahiert. Der in 
96°/,igem Alkohol unldsliche Riickstand war anorganisch. Die 
alkoholische Lésung hinterlieB beim Abdunsten kreuzférmig 
angeordnete Prismen. Ilhre wafrige Lésung gab mit saurer, 
nicht aber mit alkalischer Lésung von KJ, einen Niederschlag, 
so da Abwesenheit von Cholin feststeht. Die Krystalle wurden 
neverlich in Alkohol aufgenommen und mit alkoholischer 
Sublimatlésung gefallt. Die sehr spirliche Fallung wurde mit 
H,S in salzsaurer Lésung zerlegt und das Filtrat vom HgS 
eingedampft. Wir erhielten derart 57,8 mg eines éligen Riick- 
standes. Es gelang auf keine Weise, denselben zur Krystalli- 
sation zu bringen. Die Analyse ergab 11,2 mg N, 11,4 mg 
HCl und 2,88 mg N-Methyl, etwa entsprechend 4N:1 N-Methy], 
einem Verhaltnis, das einem methylierten Agmatin entsprechen 
wiirde. 

Belege. 57,8 mg gelést in 15 ecem H,O; je 1cem fiir Kjeldahl, 
Chlorbestimmung und N-Methylbestimmung verbrauchten 0,53 cem n/10- 
Siiure bzw. 1,04 und 0,64 cem n/50-AgNOg. 

Die Hauptmenge der Lysinfraktion war durch alkoholisches 
Sublimat nicht gefallt worden. Die von Hg befreite Lésung 
wurde salzsauer am Wasserbade eingedampft und 0,2451 ¢ 
eines Chlorids gewonnen, das in langen SpieBen krystallisierte, 
die zu dritt oder viert von einem Zentrum radiar ausstrahlten. 
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Im Gegensatz zu der Sublimatfillung gab diese Substanz 
intensive Pyrrolreaktion mit dem Fichtenspan; sie gab ferner 
schwache Millonsche Reaktion, keine Blaufairbung mit Nin- 
hydrin. Wir fanden 8,8°/, N, 20,4°/, HCl und 6,15°/, N- 
Methyl. Im 2-dm-Rohr fanden wir keine Drehung. Die Zu- 
sammensetzung und der Schmelzp. 212° (statt 218°) sprachen 
fiir die Annahme eines T'rigonellinchlorids. Durch Darstellung 
des AuCl,-Derivates, das in kleinen gelben Prismen vom 
Schmelzp. 196° (statt 198°) erhalten wurde, erscheint uns diese 
Vermutung bestitigt. 

Belege. 0,2451 g Chlorid in 20 cem H,O gelést; je 1 cem ver- 
braucht fiir Kjeldahl 0,77 cem n/10-Siiure, fiir Cl-Bestimmung 3,44 eem 
n/s0 und fiir N-Methylbestimmung 2,52 cem n/50-AgNO,. 

Das Filtrat vom Trigonellingolddoppelsalz war N-frei, ent- 
hielt auch weder Glykol, noch Glykolsiure, auf die wir als 
eventuelle sekundiire Zersetzungsprodukte von Cholin oder 
Betain fahndeten. Es gab aber die Millonsche und Diazo- 
reaktion, enthielt also Phenole, die den auf andere Weise (s. u.) 
nachgewiesenen Atherschwefelsiiuren entstammen diirften. 


Die Fraktionen 2, 3 und 4 des Alkoholextraktes 
(s. 0. Tabelle Il), enthielten reichlich peptidartige Substanzen, 
die durch autolytische Prozesse bei der Trocknung aus Pro- 
teinen entstanden sein diirften. ‘Sie leBen sich dadurch als 
Peptide charakterisieren, daB sie nach Hydrolyse mit konzen- 
triertem HCl ihren gesamten Stickstoff im van Slykeschen 
Apparat abgaben. Diazo- und Millonsche Reaktion waren in 
Kraktion 2 und 8 positiv. Krystallisierte N-haltige Substanzen 
konnten wir nicht erhalten. , 

Belege. In abgemessenen Teilen der 3 Fraktionen wurde der Ge- 
samt-N nach Kjeldahl und in gleichen Teilen der nach van Slyke 
abspaltbare N bestimmt. Wir fanden derart in einem Kubikzentimeter 
von Fraktion 2 nach Kjeldahl 2,9 cem n/10-Siure, nach van Slyke 
0,7 cem N,; in Fraktion 8 in 1 ecm 1,16 cem n/10-Siiure und 1,37 cem N,; 


in Fraktion 4 in 1 cem von 1040 cem 0,30 cem n/10-Siure und in 6 cem 
4,8 com Ny. 


Neben den genannten peptidihnlichen Substanzen konnten 
wir kleine Mengen anderer Bestandteile nachweisen. Aus Frak- 
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tion 1 erhielten wir durch Fallen mit Pikrinséiure gelbe 
Krystallnadeln, die nach Zersetzen mit Ather und H,SO, und 
Entfernen der letzteren in ein krystallisierendes, bei 270° 
schmelzendes Flavianat iibergefiihrt werden konnten. Schmelz- 
punkt und N-Gehalt von 28°/, lassen an das Flavianat eines 
(Guanidinabkémmlings denken. Aus Fraktion 4 erhielten wir 
einen zwar in Ather unléslichen, in Atheralkohol (1:1) jedoch 
léslichen Anteil. Wir konnten in diesem durch die Acrolein- 
reaktionen Glycerin nachweisen und bestimmten in }/, des Ather- 
alkoholauszuges nach Hirsch-Kauffmann") die vorgefundene 
Milchsiiure; Titration des aus Milchsiure gebildeten Aldehyds 
ergab einen Gehalt von 1,6 mg Milchsiure. Millonsche und 
Diazoreaktion waren in Fraktion 4 negativ, so daB Phenole 
hier fehlen. Ebenso waren. die Reduktionsproben und die 
Osazonprobe auf Zucker negativ. 


Die durch kalten Ather und Alkohol extrahierten Quallen 
(1635 g lufttrocken) gaben an Wasser reichlich lésliche Proteine 
ab, die nach dem Kutscher-Ackermannschen Untersuchungs. 
gang mit Tannin niedergeschlagen wurden. Nach Entfernung 
des Tannins mit Baryt und des letzteren mit H,SO, bzw. PbO 
wurde mit PWS gefillt. Die N-Verteilung des Wasser- 
extraktes geht aus der folgenden Ubersicht hervor. 





Tanninfillung ... . . 10,700¢g N 
Biitiieme . «31 4w ss Bee 
PWS-Fillung ..... O61gN 
PWS-Filtrat . ..... 248¢N 


Belege. ‘Tanninfillung in 1000 cem NaOH gelést, in 1 cem Kjel- 
dahl, Verbrauch 7,65 ccm n/10-Siure; Bleifillung mit H,S zerlegt, in 
620 cem gelést, in 1 eem Kjeldahl 0,67 cem n/10-Siure; PWS-Fillung 
mit Baryt zerlegt, in 400 cem gelést, in 1 eem Kjeldahl 1,09 eem n/10- 
Siiure; PWS-Filtrat in 1 eem von 600 cem Kjeldahl 2,89 eem n/10- 
Siiure 

Nicht nur der Stickstoff der Tanninfaillung, sondern auch 
jener der drei anderen Fraktionen war fast ganz auf Proteine 
bzw. peptidartige Substanzen zu beziehen, denn bei Hydrolyse 
mit konzentrierter HCl wurde er zum gréBten Teil in freie 


nach yan Slyke bestimmbare Aminogruppen umgewandelt. 
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Belege. In 1 cem von 185 cem Bleifallung nach van Slyke 
0,65 eem N, gefunden, nach Hydrolyse jedoch 5,2 cem N,; in der PWS- 
Fillung bei gleicher Behandlung in 1 cem von 400 ccm 0,44 eem bzw. 
2,62 eem; im PWS-Filtrat in 1 cem von 600 cem 1,2 bzw. 6,98 cem N,. 
Gemessen bei 18° und 738 mm. 

Die PWS-Fallung wurde nach Kossel und Kutscher 
mit Ag,SO, und Baryt behandelt. Wir erhielten eine kleine 
Menge einer ,,Purinfraktion“, die die gleichen Reaktionen 
zeigte wie die Purinfraktion des Alkoholauszuges und daher 
nicht weiter untersucht wurde; sie enthielt 21,6 mg N. Die 
gemeinsam gefillte .Arginin- und Histidinfraktion“ enthielt 
45 mg N, davon 2,5 mg freien Amino-N, der nach Hydrolyse 
auf 35 mg zunahm. Ks scheinen demnach Peptide vorzuliegen. 
Die nach Kutscher vorgenommene Priifung auf freies Arginin 
verlief negativ!*), auch erzeugte Flaviansiure keine Fillung.'*) 
Die Lysinfraktion enthielt 195 mg N, davon vor Hydrolyse 34, 
nach derselben 125 mg freien Amino-N, ferner 110 mg N- 
Methyl. Da fliichtiges Trimethylamin nicht nachweisbar war, 
vermuteten wir Anwesenheit eines Betains, das als Chlorid 
der Alkoholextraktion entgangen sein kénnte. Die ,,Lysin- 
fraktion“ war jedoch auch nach Zusatz von Alkali in Alkohol 
unléslich. Vielleicht legen methylierte Peptide vor, deren 
Anwesenheit im hiesigen Institute bereits seit lingerer Zeit 
vermutet wird. 

Belege. In 5 cem von 230 cem Purinlésung 0,334 cem n/10-Siiure 
fiir Kjeldahl. In 1 cem yon 50cem .,Arginin- und Histidinfraktion“ 
0,64 cem n/10-Siure fiir Kjeldahl, 0,1 cem N, im van Slyke, 1,25 cem N, 
nach Hydrolyse. In je 1 cem von 100 cem Lysinfraktion nach Kjeldahl 
1,39 cem n/10-Siure, nach van Slyke 0,6 ccm N,, nach Hydrolyse 
2,2 cem N, bei 18° und 736 mm Druck. In 1 cem 3,66 cem n/50-AgNO, 
fiir N-Methy]. 

Das Filtrat von PWS-Niederschlag wurde mit Mercuri- 
sulfat und Soda gefallt. Fallung wie Filtrat derselben be- 
standen im wesentlichen wieder aus peptidartigen’ Kérpern. 
Der Niederschlag enthielt ferner eine reduzierende Substanz, 
deren Menge nach Ausfall der Bangschen Titration 200 mg 
Glucoseiiquivalenten entsprach. Hg-Fallung und Filtrat ent- 
hielten 898 bzw. 1120 mg N, davon 140 bzw. 112 mg freien 
Amino-N. 
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Belege. Je 1 cem von 200 ccm Hg-Fillung (nach Entfernung vou 
Hg mit H,S) fiir Kjeldahl 3,21 cem n/10-Siure; fiir van Slyke 1,3 cem N,, 
nach Hydrolyse 5,4 cem N,. Im Hg-Filtrat nach gleicher Behandlung 
in 1 ecm von 1000 cem Kjeldahl 0,80 cem n/10-Saure, im van Slyke in 
2 ccm Lésung 0,4 und nach Hydrolyse 4,0 ccm N, bei 19° und 741 mm 
Druck. In 5 cem von 200 cem ,,Hg-Fallung“ nach Bang (I. Verfahren) 
5 ng Glucoseiiquivalente bestimmt 

Durch 6stiindiges Erwirmen der durch Alkohol, dany 
durch Wasser extrahierten Quallen (1635 g lufttrocken) mit 
n-HCl wurde ein Salzsdéureextrakt gewonnen, Auch diese; 
bestand fast ausschlieBlich aus Peptiden. Von 202 mg Gesamt-N 
waren 110 mg vor, der gesamte N nach Hydrolyse freier 
Amino-N. Die geringe Ausbeute an HCl-Extrakt gegeniiber 
der in Tab. I mitgeteilten Analyse erklart sich daraus, dali 
die Kinwirkungsdauer der verschiedenen Extraktionen von Kin- 
fluB auf die Denaturierung der vorhandenen Proteine ist, so 
daB deren Loslichkeit in H,O bzw. HCl variuert. 

Belege. In 1 eem yon 100 ecm Kjeldahl 1,44 cem n/10-Séure; in 
2 cem von 100 cem van Slyke 4,0 cem N,; in 1 eem desgl. nach Hydro- 
lyse 4,0. 

Der unlésliche Ruckstand der Quallen gab die Eiweid- 
reaktionen, bestand demnach zum gréSten Teil aus unléslichem 
oder koaguliertem KiweiB. Durch Pepsin lieB sich nur ein 
Teil herauslisen. Nachfolgende Trypsinverdauung loéste simt- 
liches Eiwei8 heraus. Der dann verbleibende farblose Riick- 
stand zeigte deutlich die Struktur der Quallenschirme und 
gab keine Spur einer Biuretreaktion, noch auch sonstige Kiweil- 
reaktionen, so daB sicher keinerlei Skleroproteine vorliegen. 
Durch kochende n-NaOH wurde dieser Verdauungsriickstand 
nicht angegriffen, so da Cellulose auszuschlieBen ist; nach 
Hydrolyse mit HCl wurde eine Lésung erhalten, die Fehlingsche 
Lésung stark reduzierte. Wir schlossen danach auf Chitin und 
fanden nachtriglich, daB Henze dieses bei Velella bereits 
nachgewiesen hatte.’’) Wir isolierten ebenso wie er aus dem 
Hydrolysat reines Glucosamin und identifizierten das Chitin 
ferner durch Polarisation und N-Bestimmung. Aus 40 g Riick- 
stand erhielten wir ein Hydrolysat, in dem wir 8,1 g Glucosamin 
titrimetrisch bestimmten. Das nach van Slyke aufgearbeitete 
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Hydrolysat des Riickstandes (d.i. Chitin + Kiweib) ergab folgende 
N-Verteilung, deren hoher Humin- und Lysin-N wohl durch 
das Glucosamin vorgetiuscht sind. Der Riickstand enthielt 
weder O- noch N-Methyl. 


N-Verteilung: Ammoniak-N . . . . . 4,4, 
DOME ca Oe se ee 
Monoaminosiiuren-N. . . 40,5 
Nichtamino-N . . . . . 8,5 
[ae ee 
Histidin-N ...... 2,4 
8 rr 
TO ee es & ee 


Belege. 40 g¢ Riickstand 12 Stunden mit 10 °/, HCl am Wasserbad 
digeriert, mit Tierkohle entfirbt und eine kleine Probe nach Bang mit 
Kupferoxyd und Hydroxylamin titriert; 8,1 g Glucoseiiquivalent, d. i. eben- 
soviel Glucosamin gefunden. Riickstand 8 Tage mit Pepsin-HCl und 
2 Tage mit Trypsin-Soda behandelt, Verdauungsriickstand gewaschen, ge- 
trocknet. In 0,0372 g trockener Substanz Kjeldahl 1,90 ccm n/10-Siiure, 
d.i. 7,14°/, N. Ein Teil trockener Geriistsubstanz mit HCl gespalten 
und durch Eindampfen 0,244 g Glucosaminchlorid erhalten; dasselbe in 
10cem Wasser gelést, dreht im 2-dm-Rohr 0,225° rechts, also 

[o]2o = + aie =o ane. 

Die Aschenanalyse in einem Teil der nicht extrahierten 
(Juallen ergab Anwesenheit von Fe, Al, Ca, Mg, Na und K; 
in einer mit Natronkalk angesetzten Veraschung wurden weder 
Br noch J oder F gefunden. 

Die eben beschriebene Untersuchung der an der Sonne 
getrockneten Quallen hatte eine Reihe von biologisch wichtigen 
Substanzen vermissen lassen, deren sekunddre Zersetzung 

wahrend des Liegens an der Sonne — wir erst aus- 
schlieBen muBten. Wir haben daher jenen Teil der Quallen, 
der frisch mit Alkohol versetzt worden war, auf diese Sub- 
stanzen untersucht und darin weder Harnstoff, Harnsiure, 
Kreatin, Kreatinin, noch auch — im Gegensatz zu dem Be- 
fund bei Rhizostoma — Taurin gefunden. Auch fanden wir 
hier ebenso wie in der Hauptuntersuchung auffallend geringe 
Mengen von ldslichen Zuckern. Dagegen konnten wir Ather- 
schwefelsiuren bestimmen, deren Paarling das oben nach- 

21% 
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gewiesene Phenol sein diirfte. Da freies Trimethylamin in 
den unter Alkohol bewahrten Quallen in viel geringerer Menge 
vorhanden war als in den oben untersuchten, fahndeten wir 
nach dessen Vorstufen. Wir fanden jedoch weder Cholin. 
Betain noch auch Tetramin und Trimethylaminoxyd, die von 
Ackermann, Kutscher und ihren Mitarbeitern als Mutter- 
substanzen fiir Trimethylamin aufgefunden worden sind.?**> 
Wir kénnen den Ursprung des reichlichen Trimethylamins 
daher nicht mit Sicherheit angeben. Um Ureasewirkung aus- 
zuschlieBen wurden frische Quallen direkt mit 96°/,igem Alko- 
hol extrahiert, der Extrakt am Wasserbad eingedampft und 
auf Harnstoff untersucht; auch hier war kein Harnstoff nach- 
weisbar. 

Belege. Einen alkoholischen und einen wibrigen Auszug der unter 
Alkohol aufbewahrten Quallen untersuchten wir auf Taurin nach Kelly '’), 
auf Harnsdiure durch Silber-Magnesiafiillung und Murexid- und Reduk- 
tionsproben des Niederschlages. Auf Harnstoff wurde eine Mereuri- 
nitratfaillung mittels Urease und Bromlauge untersucht, auf Kreatin 
nach Salkowski”) mit Chlorzink und nach Folin?!) mit Pikrinsiure. 
In 1,419 g getrocknetem Alkoholextrakt fanden wir nach Entfernung 
freier Schwefelsiiure durch BaCl, und Hydrolyse mit HCl noch weitere 
durch BaCl, fillbare Schwefelsiure und zwar 0,0062 g BaSQ,. ‘Titration 
des Alkoholextraktes in wiBriger Lésung nach Bang gab keine met- 
bare Menge reduzierender Substanzen (Zucker). Auf Cholin und Betain 
wurde nach den oben angegebenen Verfahren untersucht, auf Tetramin 
und Trimethylaminoxyd nach den von Kutscher und Ackermann, 
sowie den kiirzlich von Poller und Linneweh angegebenen Methoden.") 

Der prachtvoll blaue Farbstoff von Velella spirans wurde 
sowohl durch Trocknen an der Sonne, wie auch durch Alkohol 


und Toluol zerstért, bzw. in einen braunlichroten Farbstofi 


umgewandelt. Wir untersuchten daher die frischen unbehandelten 
Quallen und fanden spektroskopisch diffuse Ausléschung im 
Rot und Violett ohne scharfe Absorptionsbanden. Durch Mineral- 
siuren wurde der Farbstoff rot, durch Laugen violett gefarbt, 
durch Kochen braunrot. Er diirfte dem Farbstoff mancher 
Rhizostomen verwandt sein.?) 

Zur Untersuchung auf Fermente diente der unter Toluo! 
aufbewahrte Anteil der Quallen. Aus auBeren Griinden konnte 
diese Untersuchung erst 11/, Jahre nach Sammeln des Materials 
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vorgenommen werden, so daB die erhaltenen Werte nur Mini- 
malwerte sind. Wir untersuchten die Fermentwirkung stets 
quantitativ, konnten jedoch infolge des oft geringen Enzym- 
gehaltes nicht immer die von den Autoren vorgeschriebenen 
Bedingungen einhalten. Die quantitativen Werte gelten daher 
nur in erster Ann&herung. Wir fanden (berechnet auf Trocken- 
substanz): 


Fiir Lipase: scheinbarer Butyrasewert B.{w.| = 0,042 
» Urease: Xf, 90 = 0,0478 
, Iryptase: scheinbarer Trypsinwert T.-[w.]*) = 0,0011 
,, saccharase: S.W. = 0,018 oder Jf = 0,792 


Belege. Lipase wurde mittels Tributyrinhydrolyse nach Michaelis 
und Rona*’) bzw. Willstaitter und Memmen”) bestimmt: 10 eem 
einer Emulsion aus verriebenen Quaijlen (= 0,48 g Quallen) mit 5 ecm 
m/3-Phosphatpuffer py = 7,9 geben Anfangstropfenzahl 110, nach 5 Min. 
85, nach 75 Minuten 77 Tropfen, Wasserwert 75. Gleicher Ansatz nach 
Kochen nach 75 Minuten 105 Tropfen. 

Ureasebestimmung *): 5 ccm Quallenemulsion (w. 0.) mit 5 cem 
Phosphatpuffer py = 6,3 und 5 cem 1°/, Harnstofflésung nach 1 Stunde 
bei 38° 1,12 cem n/10-NH, entwickelt. 

Tryptase: 5 cem Quallenemulsion mit 50 ecm Wasser, 10 cem 
Glykokoll-Natronpuffer py = 8,6 und 20cem 10 °/,iger Gelatine 36 Stdn. 
bei 88°. Verbrauch an NaOH nach Willstitter und Persie] *) 
1,12 cem n/10 gegeniiber der Blindprobe nach Aufkochen. 

Saccharase: 5 cem Quallenemulsion mit 100 cem 1°/,iger Saccha- 
roselésung mit m/15-Phosphatpuffer p,;, = 7,0 drehte anfangs 0,36°, nach 
i Stunde bei 38° nur mehr 0,15° nach rechts. 


Arginase, auf deren Wirkung nach Edlbacher und 
Bonem**) gepriift wurde, fanden wir nicht, ebensowenig ein 


betainspaltendes Ferment, auf das wir priiften, um die Her- 
kunft des Trimethylamins zu erkliren. 


Zusammenfassung. 


Da derzeit unseres Wissens keinerlei chemische Gesamt- 
analyse irgendeines niederen Avertebraten vorliegt, haben 
wir die uns in gréBeren Mengen zur Verfiigung stehende Qualle 
Velella spirans in qualitativer und quantitativer Hinsicht ein- 


ee 


*) 'T.-[w.] = 1 bedeutet 1 T.-[e.] in 1 eg Substanz, 
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gehend untersucht. Wir erhielten dabei die in der folgenden 
Zusammenstellung zusammengefaBten Resultate. 








1000 Teile trockener Quallen enthalten: 


468 Teile Asche und zwar: Na, K, Mg, Ca, Al, Fe, Cl, S und P 








532 Teile organische Substanz und zwar: 
271. &atherléslich, davon 
5,3 °/, Unverseifbares (Cholesterin, Cetylalkohol) 
5,6 °/) Phosphatide (berechnet als Lecithin aus dem P-Gehalt 
59 °/, Gesiittigte Fettsiuren (Stearin-, Palmitin- u. Myristins.) 
22 °/, Ungesiattigte Fettsiuren (isomere Linusinsiuren) 
9°/, wasserlésl. Fettsiuren, Glycerin, Trimethylamin usy 


i6 T. alkohollésliche, Extraktstoffe 
u. zw. groBe Mengen N-haltiger Substanzen, neben kleinen 
Mengen Phenolen, Milchsiiure u. Glycerin. N-Gehalt = 13,9° 
Verteilung des Stickstofts: 
61°/, Ammoniak-N 
4,9°/, Trimethylamin-N 
28°), N in Peptiden, Peptonen, Aminosidiuren 
8,5°/, N in Purinen u. zw. Xanthin, Hypoxanthin, Guanin(’) 
2,3°/, Basen der Lysinfraktion, bes. Trigonellin 
1,2°/, Basen der Histidinfraktion, Histamin (?) 
0,2 °/, Basen der Argininfraktion 


78 T. wasserléslich 
u. zw. groBtenteils Proteine, daneben kleine Mengen einer 
reduzierenden Substanz (berechnet als Glucose 0,5 °/,) 


41 T. salzsiiturelésliche Proteine 


869 T. unlédslicher Riiekstand 
davon 258 T. verdauliches EiweiB, 111 T. Chitin 











Fermente und zwar: Butyrasewert = 0,042 
Trypsinwert = 0,0011 
Saccharasewert = 0,013 


Ureasefiihigkeit Xf = 0,0478 








Die zahlreichen wichtigen Arbeiten Kutschers, Acker- 
manns und ihrer Schiiler?*) hatten bereits in niederen Tieret 
aller Tierklassen die Anwesenheit von Aminen, Betainen und 
anderen ihnlichen Basen aufgedeckt. Die genannten Stolle 
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zeigten an, daB dem oxydativen Stoffwechsel der Avertebraten 
eine in quantitativer Hinsicht viel geringere Bedeutung zu- 
kommt als jenem der Wirbeltiere und daS man den Stoff- 
wechsel dieser Tiere viel eher mit jenem der Pflanzen als dem 
Stoffwechsel der héheren Tiere vergleichen kann.*®*}) 

Unsere eben mitgeteilte Untersuchung und die friiheren 
aus dem hiesigen Institut hervorgegangenen Arbeiten '” %) 
sprechen im gleichen Sinne. Hin Beweis fiir den mangelhaften 
oxydativen Mechanismus scheinen uns vor allem die Befunde 
vom Fehlen des Harnstoffes, der Harnsiiure und der Kreatin- 
derivate, die zum Teil schon in der ilteren Literatur zu finden 
sind (vgl. v. Fiirth?’)), die wir aber ihrer Wichtigkeit halber 
noch an zwel anderen uns zugiinglichen Avertebraten erhoben 
haben, nimlich an Holothuria und an Actinia (vgl. die dieser 
Arbeit folgende kurze Notiz). 

Das geringe Oxydationsvermégen der untersuchten Quallen 
erscheint morphologisch leicht verstiindlich, da sie trotz ihrer 
Gréfe keinerlei Lungen oder Kiemen, also keine grobe atmende 
Kliiche besitzen. Andererseits besitzen sie jedoch auch kein 
Chlorophyll, vermégen also nicht von anorganischer Nahrung 
zu leben. Wir méchten sie am ehesten mit den heterotroph 
ernihrten Pilzen vergleichen, mit denen sie nicht nur die Fr- 
nihrungsweise, sondern auch die biochemische Zusammensetzung 
in vielen Beziehungen gemeinsam haben. Sie enthalten ebenso 
wie diese Pilze reichlich Basen, lassen die Produkte oxydativen 
Stofiwechsels, wie Harnstoff, Harnsiiture usw. vermissen, ent- 
halten die vorwiegend pflanzlichen Enzyme Urease und Saccha- 
rase, und haben gleich den genannten Pilzen ein Chitingeriist. 


Anhang. 


Bei der N-Methylbestimmung nach Pregl-Edlbacher®”) 
haben wir eine kleine Abinderung getroffen, die uns die Bestimmung 
wesentlich erleichterte und daher mitgeteilt werden soll. Wir 
haben das bei 300° stets durch sein Rauchen stérende Vaselinbad durch 


ein Bad aus Woodscher Legierung ersetzt, das — wegen seines Ge- 
Wichtes sonst wenig beliebt — bei den hier in Betracht kommenden 


kleinen Dimensionen sehr handlich in einem Eisen- oder Nickeltiegel 


A 
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untergebracht werden kann. Es hat folgende Vorteile vor dem Vase- 
linbad : 


1. Es raucht nicht und kann nicht Feuer fangen. 

2. Es gestattet infolge seines besseren Wirmeleitvermégens eine 
viel schnellere Regelung der Temperatur, dadurch wieder eine wesent- 
liche Abkiirzung des ganzen Prozesses um etwa '/, Stunde. Es wurde 
vor der Bestimmung am Wasserbade zur Verfliissigung erwiarmt. 

Im iibrigen haben wir uns an die Vorschriften Pregls und die 
von Kirpal und Biihn®™) und von Edlbacher angegebenen Modi. 
fikationen gehalten. Blof haben wir an Stelle des schwer zu beschaffen- 
den Quarzkélbchens ein soleches aus schwer schmelzbarem Jenenserglas 
verwendet. Es hat bisher infolge Anwendung des Metallbades 18 Be- 
stimmungen iiberstanden, ohne zu springen. 


Literatur. 


1. v. Geynek, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, S. 582 (1913). 

2. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 112, S. 28 (1921). 

3. — Diese Zs. Bd. 122, S. 145 (1922). 

4. Woodward u. Alsberg, Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, S. 1 (1921). 
» Hazura u. Griitzner, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 8, S. 89 (1887). 
6. Hehner u. Mitchell, Analyst Bd. 23, 8. 313 (1898). 

7. Stary u. Andratschke, Diese Zs. Bd. 148, S. 83 (1928). 

8. van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, S. 121 (1913/14). 

9. Pregl, Quantitative organ. Mikroanalyse. Berlin 1925. 

10. Edlbacher, Diese Zs. Bd. 101, S. 278 (1918). 

11. Kriiger u. Schittenhelm, Diese Zs. Bd. 35, S. 158 (1902). 

12. Koessler u. Hanke, JI. of Biol. Chem. Bd. 48, S. 527 (1920). 
13. Sakaguchi, Jl. of biochemistry Bd. 5, S. 1 (1925). 

14. Kossel u. Gross, Diese Zs. Bd. 135, S. 167 (1924). 

15. Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, 8. 25 (1924). 

16. Kutscher, Zs. Biol. Bd. 64, S. 240 (1914). 

17. Henze, Diese Zs. Bd. 55, S. 445 (19083). 

18. Poller u. Linneweh, Chem. Ber. Bd. 59, S. 1362 (1926). 

19. Kelly, Hofmeisters Beitr. Bd. 5, S. 377 (1904). 
20. Salkowski, Diese Zs. Bd. 14, S. 471 (1890). 
21. Folin, Diese Zs. Bd. 41, S. 231 (1904). 
22. Willstitter u. Memmen, Diese Zs. Bd. 129, 8. 1 (1923). 
23. Michaelis u. Rona, Biochem. Zs. Bd. 31, 8. 345 (1911). 
4. Willstitter u. Persiel, Diese Zs. Bd. 142, S. 245 (1925). 

). Lévgren, Biochem. Zs. Bd. 119, 8. 215 (1921); Bd. 137, S.206 (1923). 
6. Edlbacher u. Bonem, Diese Zs. Bd. 145, S. 69 (1925); Bd. 14s, 
S. 265 (1925). 

27. Henze, Diese Zs. Bd. 91, 8. 230 (1914). 








ASe- 


‘ >) 
923). 


148, 





Uber die chemische Zusammensetzung der Qualle Velella spirans. 317 


98. Kutscher, Ackermann und ihre Mitarbeiter in zahlreichen Ar- 
beiten der Zeitschrift fiir Biologie, bes. Bd. 84, S. 181 (1926). 

29. Zusammenstellung der ilteren Literatur in v. Fiirth, vergleichend- 
chemische Physiologie der niederen Tiere, 1903. 

30. Holtz, Kutscher u. Thielmann, Zs. Biol. Bd. 81, 8. 57 (1924). 

31. Berlin u. Kutscher, Zs. Biol. Bd. 81, S. 87 (1924). 

32. Kirpal u. Biihn, Mon.-H. fiir Chemie Bd, 36, S. 853 (1915). 


Wir sind der béhmischen Akademie der Wissenschaften 
fiir Gewahrung eines Reisestipendiums und eines Arbeitsplatzes 
in der zoologischen Station Villefranche-sur-mer zu Dank ver- 
pflichtet, ebenso den Herren Prof. Dawidoff und Dr. Tregou- 
boff fiir die uns an der Station geleistete Hilfe und ihre wert- 
vollen Ratschlige. 


Notiz iiber vergleichende chemische Untersuchungen 
an Holothurien und Aktinien. 
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Felix Haurowitz und Heinrich Waelsch. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitaét in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Oktober 1926.) 


Es erschien uns wiinschenswert, die in friiheren Arbeiten des 
hiesigen Instituts an Rhizostoma und Velella erhobenen Befunde (vg. 
die Zitate 1, 2, 3 der vorangehenden Arbeit) an anderen Avertebraten 
nachzupriifen. Es standen uns dazu frische Exemplare von Holothuria 
tubulosa und Actinia equina zur Verfiigung. 

Die Holothurien wurden in itherhaltiges Wasser gebracht, die 
heraustretenden Eingeweide abgeschnitten, die Hautmuskelschliuche auf- 
geschlitzt, gereinigt und getrocknet. Die Aktinien wurden direkt in 
Alkohol gebracht und in diesem aufbewahrt. Wir extrahierten die der- 
art konservierten Holothurien und Aktinien in gleicher Weise, wie wir 
es in der vorangehenden Arbeit fiir Velella beschrieben haben, mit 
Alkohol und Wasser und untersuchten die Extrakte in gleicher Weise 
auf Anwesenheit von Harnstoff, Harnsiiure, Kreatin und Kreatinin. 
Simtliche Proben fielen negativ aus. In gleicher Weise wie bei den 
Quallen fanden wir hier Atherschwefelsiuren und erhielten aus je 1,207 
und 0,752 g trockenen Alkoholextraktes von Holothuria bzw. Actinia 2,7 
bzw. 5,0 mg BaSO,. Die Methodik glich in allen Punkten der oben bei 
Velella beschriebenen. 

Im Gegensatz zu Velella war das Geriist beider Gattungen durch 
Pepsin-Trypsinbehandlung vollkommen verdaulich, also frei von Cellu- 
lose, von Chitin und von den in letzter Zeit von Stary und An- 
dratschke') im hiesigen Institut bei zahlreichen Mollusken und Wiirmern 
nachgewiesenen Skleroproteinen. Dies steht im Einklang mit der Ver- 
wendung der Holothurien als Volksnahrungsmittel in den Mittelmeerhifen. 


') Stary und Andratschke, Diese Zs. Bd. 148, S. 83 (1925). 





